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Siempre ten presente que la piel se arruga, el pelo se vuelve blanco, 
Los días se convierten en años...  
Pero lo importante no cambia; tu fuerza y tu convicción no tienen edad.  
Tu espíritu es el plumero de cualquier tela de araña.  
Detrás de cada línea de llegada, hay una de partida.  
Detrás de cada logro, hay otro desafío.  
Mientras estés viva, siéntete viva.  
Si extrañas lo que hacías, vuelve a hacerlo.  
No vivas de fotos amarillas...  
Sigue, aunque todos esperen que abandones.  
No dejes que se oxide el hierro que hay en ti.  
Haz que en vez de lástima, te tengan respeto.  
Cuando por los años no puedas correr, trota.  
Cuando no puedas trotar, camina.  
Cuando no puedas caminar, usa el bastón.  
¡¡¡Pero nunca te detengas!!!  
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y 15: Marcador de peso molecular  (3000bp),  línea 2: Control positivo de  los  cinco 
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el brote puede  iniciarse  en  la  granja  con  la  aparición de muertes  súbitas.  Los  corderos que 
sobreviven  pueden  recuperarse  o  evolucionar  a  una  forma  subclínica,  caracterizada  por  el 
desarrollo de una bronconeumonía crónica, reduciéndose la capacidad pulmonar y la eficiencia 






ambientales  y  de  manejo.  Mannheimia  haemolytica,  antes  denominada  Pasteurella 
haemolytica, es considerada el principal agente etiológico de la Pasteurelosis neumónica ovina 
(Gilmour  y Gilmour,  1989b,  1989a), mientras  que  los  casos  de  Pasteurelosis  neumónica  en 
ovejas  ocasionados  por  P.  multocida  tienden  a  ser  esporádicos  y  poco  se  sabe  de  la 
epidemiología de esta infección (Quinn et al., 2002). 
 El  objetivo  de  esta  tesis  fue  la  tipificación  fenotípica  y  genotípica  de  aislados  de  M. 
haemolytica y P. multocida asociados a la presencia de lesiones neumónicas en los corderos de 
cebo  sacrificados  en matadero.  Se  analizaron  263  pulmones  de  corderos,  151  con  lesiones 
neumónicas y 112 sin lesiones, obtenidos en ocho muestreos realizados en tres mataderos de 




asoció  a  la presencia de  las  lesiones  (OR 3,56;  IC95% 2,11‐6,00). En  total,  se  analizaron 603 
aislados de la familia Pasteurellaceae, procedentes de 170 pulmones con y sin lesiones, que se 








Los  aislados  del  complejo  Mannheimia‐Bibersteinia  (488  aislados)  se  tipificaron 




de  la  serotipificación  indican  que  existe  una  gran  diversidad  fenotípica  en  los  aislados  del 
complejo M‐B. Los serotipos más frecuentes fueron el A7 (12,7%) y el A6 (10,5%) seguidos del 
A9 (8,4%), el A12 (7,8%), el A5 (6,6%), el A2 (4,7%) y el A8 (4,7%). Otros serotipos detectados 
con una  frecuencia menor al 4%  fueron A1, A11, A13, A14 y A17. El 37,9%  (185/488)  fue no 
tipificable  (NT). Más  del  90%  de  aislados  de Mannheimia  fueron  positivos  a  los  genes  lktA, 
adhes, fhaC, nanH, pilA, sodA, tbpA, tbpB y tonB; entre 60%  ‐ 90% fueron positivos a gcp, hf, 
irp,  lpsA,  plpD  y  pomA;  y  el  gen menos  frecuente  fue  el  sodC  (17,4%).  Los  aislados  de M. 





(17,2%),  fueron negativos al gen sodC y se diferencian en  la ausencia o presencia del gen  irp 
respectivamente.  Los aislados de Mannheimia presentaron altos porcentajes de  resistencia a 
los antibióticos de  la  familia de  los macrólidos,  tilosina  (90,4%) y eritromicina  (19,8%). Otras 
resistencias encontradas con menos del 5% de  frecuencia  fueron a  tetraciclina, gentamicina, 
penicilina,  ceftiofur  y  enrofloxacina.  Todos  los  aislados  de  Mannheimia  fueron  sensibles  a 
florfenicol. 
Los 87 aislados de P. multocida se clasificaron en dos subespecies: multocida (35,6%) y septica 
(64,4%). De  los 14 biotipos de P. multocida descritos hasta el momento,  se  identificaron  los 
biotipos 1, 4, 6, 7 y 10. Adicionalmente se pudieron detectar 10 biotipos nuevos, clasificados 
del 15 al 24. El biotipo más frecuente entre los 87 aislados de P. multocida de este estudio fue 
el  biotipo  19  (34,5%)  asociado  a  la  subespecie  P. multocida  septica,  seguido  del  biotipo  4 
(21,80%) asociado a la subespecie P. multocida multocida. Se determinó el serogrupo capsular 
por la técnica de PCR múltiple que dectecta los cinco genes capsulares (capA, capB, capD, capE 
y  capF).  El  60.9%  (53/87)  de  los  aislados  pertenecían  al  serogrupo  A,  el  35,6%  (31/87)  al 
serogrupo D  y  el  3,4%  (3/87)  fue negativo  a  los  cinco  serogrupos  (CAP‐).  El  serogrupo A  se 
asoció  a  la  subespecie  septica  y  el  serogrupo  D  a  la  subespecie  multocida.  Los  cuatro 
principales factores asociados a  la virulencia de P. multocida fueron  identificados mediante  la 















M.  haemolytica  se  aisló  en  el  52,85%  de  los  pulmones  y  P. multocida  en  el  27,76%  y  su 
aislamiento se asoció a  la presencia de  lesiones neumónicas con una OR de 2,15 (IC95% 1,31‐
3,55)  y  de  3,29  (IC95%  1,78‐6,08),  respectivamente.  La  frecuencia  de  aislamiento  de  M. 
glucosida (6,08%), M. ruminalis (5,32%), M. varigena (0,76%) y B. trehalosi (0,38%) fue mucho 
menor.  
Finalmente,  se  realizó  un  Análisis  Factorial  (o  Análisis  Cluster)  de  diferentes  variables 
estudiadas en  las 263 muestras de pulmones,  identificándose  cuatro  clusters.  Los  resultados 
del Análisis Factorial indican que la presencia de lesiones neumónicas en corderos en matadero 






La  frecuencia  de  aislamiento  de  M.  haemolytica  en  pulmones  de  cordero  sacrificados  en 
matadero es relativamente alta en las zonas geográficas de procedencia de los corderos de este 
estudio  (Extremadura  y  Madrid)  y  se  asocia  a  la  presencia  de  lesiones  propias  de  la 
bronconeumonía crónica. El papel de P. multocida en la etiología de la pasteurelosis neumónica 














Ovine  pneumonic  pasteurellosis  is  a  process  complex  in  its  etiology,  clinical  diagnosis  and 
control on farms. This disease may present  itself  in an acute form  in  lambs and the outbreak 
could be  initially expressed  in sudden deaths  in the farm. The  lambs that survive may recover 
or  develop  the  subclinical  form,  characterized  by  the  development  of  chronic 
bronchopneumonia, decreasing the  lung capacity and efficiency  in weight gain. This disease  is 
the major cause of economic losses in sheep farms, due to the high morbidity, treatment costs 
and its negative influence on weight gain in lambs.  
The  etiology  of  the  ovine  pneumonic  pasteurellosis  is  caused  by  many  factors.  Several 
concurrent  factors  interact  to  cause  the  disease:  host‐specific  factors  (immunological, 
physiological,  etc.),  infectious  agents  (viruses,  bacteria  and  mycoplasmas),  environmental 






haemolytica  and  P. multocida  associated with  the  presence  of  pneumonic  lesions  in  lambs 
slaughtered in an abattoir. Lungs of 263 lambs were analyzed, 151 with pneumonic lesions and 
112 without lesions; samples were obtained during eight sampling periods in three abattoirs in 
the  Community  of  Madrid.  The  lambs  came  from  farms  located  in  the  Autonomous 
Communities of Madrid and Extremadura. 
Isolation  frecuency  of  bacteria  of  the  family  Pasteurellaceae was  high.  It was  isolated  from 
68.90% of lungs with pneumonic lesions, and 31.10% of lungs without lesions, and its isolation 
was associated with the presence of lesions (OR 3.56, 95% CI: 2.11 to 6.00). Were analyzed, 603 
isolates  of  the  Pasteurellaceae,  from  170  lungs.  Each  sample  was  identified  by  individual 
biochemical tests (DIATABS®), and/or the VITEK® system, PCRs identification and sequencing of 
16S  rRNA when  it was  necessary.  456  isolates  of M.  haemolytica,  17 M.  glucosida,  12 M. 
ruminalis, 2 M. varigena, 1 B. trehalosi and 87 P. multocida were identified.  






indirect  hemagglutination  test,  and  genotypically  using  a  PCR  technique  to  detect  codifying 
genes of virulence  factors  (lktA, adhes,  fhaC, gcp, hf,  irp,  lpsA, nanH, pilA, plpD, pomA, sodA, 
sodC, tbpA, tbpB and tonB). The results of biochemical tests and serotyping showed that there 
is  a  high  phenotypic  diversity  in  bacteria  isolated  from  M‐B  complex.  The  most  common 









the  presence  or  absence  of  virulence  genes  investigated.  The major  genetic  profiles  of M. 
haemolytica,  genotypes 1  (24.2%)  and 2  (17.2%) were negative  to  sodC  and differed on  the 
absence or presence of gen irp, respectively. Mannheimia isolates showed high percentages of 
resistance to antibiotics of the family of macrolides, tylosin (90.4%) and erythromycin (19.8%). 
Other  resistances  encountered  with  less  than  5%  frequency  were  tetracycline,  gentamicin, 
penicillin, ceftiofur and enrofloxacin. All Mannheimia isolates were susceptible to florfenicol. 
The  87  isolates  of  P. multocida were  classified  into  two  subspecies: multocida  (35.6%)  and 
septica  (64.4%).  Biotypes  1,  4,  6,  7  and  10  of  P. multocida  were  identified  among  the  14 
biotypes describes previously. Additionally, 10 new biotypes were detected and named  from 
number 15 to 24. Biotype 19 (34.5%) was the most frequent  for the 87 isolates of P. multocida 
biotype,  and  it  was  associated  with  the  P. multocida  subspecies  septica,  the  second most 
frequent  was  biotype  4  (21.80%)  associated  with  the  P.  multocida  subspecies  multocida. 




four main  factors  associated with  the  virulence of P. multocida were  identified  through  the 
detection of gene encoding  (toxA, pfhA, hgbB and  tbpA) by  the PCR  technique. Most of  the 
isolates were  positive  to  the  presence  of  toxA  (75.9%)  and  tbpA  (97.7%)  genes. Only  9.2% 
(8/87) of the isolates were positive to pfhA gen and 2.3% (2 / 87) for hgbB gen. The presence of 
the toxA gene associated with serogroup A: 92.5% of isolates of serogroup A were positive, but 








phenotypes  was  high  in  P. multocida.  100%  of  the  isolates  were  resistant  to  at  least  one 
antibiotic  and  81.6%  were  multiresistant.  The  highest  resistance  was  against  clindamycin, 
tylosin and sulfadimethoxine.  




Finally,  a  factor  analysis  of  different  variables  evaluated  in  the  263  lung  samples  was 
performed, identifying four clusters. The Factorial Analyses (or Cluster Analyses) indicated that 
the presence of pneumonic  lesions  in  lambs at slaughter was associated  to  infection with M. 
haemolytica and P. multocida, both as a  simple and mixed  infection. Simple  infection by M. 
haemolytica serotypes was associated with A7 and A9 and was apparently widespread. Simple 
infections  by  P.  multocida  was  associated  with  serogroup  A,  toxigenic  (toxA+)  and  also 
presented the tbpA gene. Mixed  infections  in the  lungs were associated with M. haemolytica 
serotypes of A6 and A12 and P. multocida serotypes A and D.  
The  isolation  frequency  of M.  haemolytica  in  lungs  of  sheep  slaughtered  in  an  abattoir  is 
relatively high in the geographical areas of origin of the  lambs  in this study (Extremadura and 
Madrid)  and  is  associated  with  the  presence  of  characteristic  lesions  of  chronic 
bronchopneumonia. The role of P. multocida in the etiology of ovine pneumonic pasteurellosis 




































La  Pasteurelosis  neumónica  es  un  proceso  respiratorio  de  naturaleza multifactorial, 
que  involucra miembros bacterianos de  la  familia Pasteurellaceae, que  forman parte 









Las bacterias de  la  familia Pasteurellaceae  son habitantes  comunes de  las  tonsilas y 
orofaringe  de  una  gran  variedad  de  especies  domesticas  y  salvajes  (Jaworski  et  al., 
1998). En las ovejas domesticas, bacterias de la familia Pasteurellaceae pueden actuar 
como  oportunistas  y  causar  enfermedad  pulmonar  después  de  una  injuria  en  el 
pulmón por otras causas (Brogden et al., 1998). 
Mannheimia  haemolytica,  Pasteurella multocida  y Bibersteinia  trehalosi  son  las  tres 
bacterias incluidas anteriormente en el género Pasteurella, que pueden ser aisladas de 
casos  de  neumonía  y  que  originan  mayor  morbilidad  y  mortalidad  en  las  ovejas 
domésticas (Gilmour y Gilmour, 1989b). 
La pasteurelosis en ovejas se describe a menudo como un complejo infeccioso, que se 




inglés  “Respiratory  Syncytial  Virus”),  Chlamydia  pecorumi,  Mycoplasma 






La  diversidad  entre  las  bacterias  de  la  familia  Pasteurellaceae  que  actúan  como 
comensales o asociadas a  la enfermedad  complica  los estudios epidemiológicos y el 
establecimiento  de  un  programa  de  control  eficaz.  Numerosos  estudios  utilizando 
diversas  técnicas  de  diagnóstico  serológico,  fenotípico  y molecular  han  evidenciado 
que  los ovinos pueden ser portadores de diversas cepas de Pasteurellaceae (Ward et 
al., 1997; Jaworski et al., 1998). 
La pasteurelosis neumónica ovina, a  veces denominada  síndrome  respiratorio ovino 






agente  etiológico  del  síndrome  respiratorio  ovino  a  Pasteurella  haemolytica 
(actualmente Mannheimia haemolytica) (Newsom y Cross, 1932). 
La  principal  característica  que  define  la  Pasteurelosis  es  el  desarrollo  de  lesiones 
neumónicas.  En  los  corderos  la  neumonía  puede  tener  un  curso  agudo  con  fiebre, 




A pesar de  toda  la  información disponible acerca de  la Pasteurelosis en animales, el 
proceso  respiratorio  que  ocasiona  en  ovinos  aún  no  ha  sido  completamente 
esclarecido, basándose la caracterización actual en  la extrapolación de la información 
obtenida en  las diversas  investigaciones realizadas en ganado bovino y en  las escasas 
investigaciones realizadas directamente en ganado ovino. Ésta investigación pretende 
realizar  un  aporte  en  el  conocimiento  de  la  epidemiologia  molecular  de  la 












este  documento,  se  incluye  una  selección  de  términos  básicos  utilizados  en 
investigaciones relacionadas con la epidemiología molecular.  
La  epidemiologia  molecular  de  las  enfermedades  infecciosas  integra  prácticas  y 
principios  de  la  biología molecular  con  los  de  la  epidemiologia.  Ambas  disciplinas 
utilizan  enfoques  analíticos  para  aclarar  las  observaciones  realizadas  en  el mundo 




Higginson  (1977) definió  la epidemiología molecular como “la aplicación de  técnicas 
sofisticadas para el estudio epidemiológico de material biológico”. Más recientemente 
Levin et al. (1999) escribió “Los objetivos prácticos de la epidemiología molecular son 






Diversas  tecnologías  y  conceptos  de  taxonomía  y  filogenia  pueden  aplicarse 
racionalmente  a  la  epidemiologia  molecular  incluidos:  (a)  métodos  analíticos  de 
clasificación  de  cepas,  (b)  directrices  para  determinar  relaciones  entre  cepas,  (c) 
análisis de las relaciones evolutivas de genes específicos en agentes infecciosos (como 
los  responsables  de  las  resistencia  a  drogas  y  de  virulencia),  (d)  supuestos  sobre 
variaciones genéticas en poblaciones de patógenos y (e) opciones de escoger técnicas 
moleculares  para  clasificar  cepas.  La  epidemiologia  molecular  requiere  especial 






Para  entender  mejor  los  resultados  de  un  estudio  en  epidemiología  molecular, 




◊ Cepa:  aislado  o  grupo  de  aislados  que  exhiben  rasgos  fenotípicos  y/o 
genotípicos  que  pertenecen  al mismo  linaje,  y  que  se  distinguen  de  otros 
aislados de la misma especie. 




◊ Taxón:  unidad  taxonómica  definida  por  un  conjunto  de  características 
comunes  a  todos  los  miembros  de  esa  unidad  (ejemplo:  familia,  género, 
especies, subespecies e infraespecies). 
◊ Tipo:  específica  y  discreta  unidad  de  información  o  característica  que 
pertenece  a  una muestra  sobre  la  que  se  han  aplicado  procedimientos  de 
tipado  de  cepas  (ejemplo:  patrones  de  resistencia  antibiótica,  serotipos, 
patrones electroforéticos de bandas y alelos). 
◊ Poder  discriminatorio:  habilidad  de  una  prueba  para  generar  distintas  y 
discretas unidades de  información de diferentes aislados, usualmente a nivel 
de subespecie (Riley, 2004). 
◊ Genética  Poblacional:  La  genética  de  poblaciones  es  el  estudio  de  cambios 
evolutivos  en  la  composición  genética  de  las  poblaciones  y  como  los 
mecanismos  de  mutación,  selección  natural,  migración,  y  deriva  genética 
influencian  esos  cambios  evolutivos  en  las  poblaciones,  así  como  la 












ellas y no por barreras  físicas. En  teoría,  la estructura poblacional de  los procariotas 
está  determinada  por  el  “rango  de  cambios  genéticos  provocados  por  la 








producirse  por  clones  con  una  alto  nivel  natural  de  competencia    para  permitir  la 
absorción de ADN externo de otras procariotas por transferencia horizontal de genes 
(Maughan et al. 2008, citado por Christensen, 2011). Algunos  linajes clonales de una 
especie  bacteriana  parecen  estar  adaptados  a  un  hospedador  específico.  Además, 
estos linajes suelen causar enfermedad con mayor frecuencia que otros linajes. Por lo 
tanto,  es  importante  para  las  investigaciones  epidemiológicas,  identificar  y 
comprender la estructura poblacional de las bacterias (Christensen, 2011).  
En las bacterias patógenas con una estructura de población clonal, las asociaciones no 
aleatorias de  las propiedades de virulencia, a menudo,  resultan en algunos  clones y 
familias de clones que son más patógenos que otros, o preferentemente asociados a 
ciertas enfermedades o síndromes clínicos (Selander et al., 1987). En consecuencia, la 




La  etiología  de  la  Pasteurelosis  neumónica  en  ovino,  como  en  la  mayoría  de  las 
especies rumiantes, es de naturaleza multifactorial, estando asociada a la presentación 
de  varios  factores  concurrentes  que  interaccionan  para  causar  enfermedad.  Así  se 





infecciosos  (virus,  bacterias  y  micoplasmas),  factores  ambientales  y  de  manejo 
(Brogden et al., 1998).  
Entre  las  bacterias  involucradas  destacan  las  pertenecientes  a  la  familia 
Pasteurellaceae: Mannheimia haemolytica  y Pasteurella multocida.  Sin  embargo, M. 
haemolytica  (antes denominada Pasteurella haemolytica) es  considerada el principal 
agente  etiológico  de  la  Pasteurelosis  neumónica  ovina  (Gilmour  y Gilmour,  1989a), 
mientras  que  los  casos  de  Pasteurelosis  neumónica  en  ovejas  ocasionados  por  P. 
multocida  tienden  a  ser  esporádicos  y  poco  se  sabe  de  la  epidemiología  de  esta 
infección (Quinn et al., 2002). 
 Otros microorganismos infecciosos que también se asocian a la neumonía en ovejas y 
que  pueden  estar  presentes  en  casos  de  Pasteurelosis  son: Mannheimia  glucosida, 
Bibersteinia trehalosi (antes denominada Pasteurella trehalosi), Haemophilus somnus, 
Mycoplasma  sp.,  especies de  clamidias  y por  el  grupo de  los  virus: Parainfluenza‐3, 
Adenovirus, Virus Respiratorio Sincitial y virus de la Rinotraqueítis Infecciosa. 
 












especies  establecidas.  El  género  Pasteurella  también  ha  sido  reclasificado 









de  los animales, principalmente de  los bovinos  (Watts et al., 1994; Kehrenberg et al., 
2001a).  
Aunque  la  mayoría  de  bacterias  de  la  familia  Pasteurellaceae  no  presenten 
manifestaciones  clínicas  constantes  y  su  rango  de  hospedadores  sea  variable 
(Bisgaard, 1993),  la especie animal hospedera es un  indicativo para  la  identificación 
bacteriana rutinaria (Christensen et al., 2004). Como sucede con otros miembros de la 





P.  multocida  infecta  un  amplio  rango  de  especies  animales  causando  infecciones 
específicas que se manifiestan de manera diferente. Es parte de la microbiota normal 
de la orofaringe de muchas especies animales. Está ampliamente distribuida alrededor 
del mundo  y  es  el  agente  causal  del  Cólera  Aviar  (aves),  Septicemia  Hemorrágica 
(bovinos),  Rinitis  Atrófica  (cerdos),  Rinitis  purulenta  (conejos)  y  otros  síndromes 
respiratorios  (en  varias  especies  incluyendo  el  hombre)  (Boyce,  J.  D.  et  al.,  2004). 
Adicionalmente, P. multocida  juega un  rol esencial en aumentar  la  severidad de  las 
lesiones pulmonares en  cerdos  (Pijoan, 1999) y  rumiantes  (Frank, 1989). Portadores 













microorganismo  fue  asignado  a  varios  géneros,  incluyendo  "Bacterium"  (Ferry  y 
Hoskins,  1920),  "Octopsis"  (Trevisan,  1885),  "Coccobacillus"  (Gamaléia,  1888)  y 
"Eucystia"  (Enderlein,  1917).  En  1887,  Trevisan  propuso  el  nombre  genérico  de 





Pasteurella  multocida  (Rosenbusch  y  Merchant,  1939),  sin  embargo  el  epíteto 





haemolytica  (Newsom  y  Cross,  1932),  Pasteurella  pneumotropica  (Jawetz,  1950), 
Pasteurella gallinarum (Hall et al., 1955), Pasteurella ureae (Jones, 1962), Pasteurella 







origen  animal,  básicamente  en  función  de  si  el  hospedador  es  mamífero  o  aviar 
(Dewhirst  et  al.,  1993).  Actualmente  según  el  Subcomité  de  Taxonomía  de 
Pasteurellaceae del  ICSP  (International Committee on Systematics of Prokaryotes) en 
la  lista  actualizada  a Diciembre  del  2009,  el  género  Pasteurella  incluye  13  especies 
(Tabla 2). Sugiriendo que debe excluirse del género a: P. pneumotropica, P. aerogenes, 












Especie  Referencia  Reclasificación  Referencia 














P. ureae  (Jones, 1962) Actinobacillus ureae (Mutters et al., 1986b) 


















Pasteurella  multocida  pertenece  al  Phylum  Proteobacteria,  clase 









cepas deberían  ser  incluidas dentro del género P. multocida, ya que, a  la  luz de  los 








el medio  Citrato  de  Simmons  (Mutters  et  al.,  2005).  Son  anaerobios  facultativos  y 
presentan  tinción  bipolar  con  las  coloraciones Giemsa  y Wright  (Boyce,  J. D.  et  al., 
2004). Su crecimiento en medios de cultivo se ve favorecido por la adición de suero o 
sangre,  donde  a  las  24  horas  de  incubación  a  37ºC  se  observa  el  crecimiento  de 
colonias circulares, regulares,  lisas y de coloración blanquecina a grisácea, de 0,5 – 2 
mm  de  diámetro.  Aislados  obtenidos  de  rumiantes,  cerdos  y  conejos  pueden 
observarse  como  colonias  grandes,  acuosas  o  mucoides  que  tienden  a  coalescer 
después de 48 hrs de incubación (Mutters et al., 2005). 
P. multocida produce  ácido de D‐manitol,  indol  y descarboxila  la ornitina  (ODC), da 
reacciones  negativas  a  la  utilización  de  maltosa  y  dextrina.  Las  tres  subespecies: 
multocida,  septica  y  gallicida,  son  diferenciadas  fenotípicamente  en  base  a  la 
fermentación de dos azucares: sorbitol y dulcitol (Tabla 3). Se han reportado grandes 
diferencias  entre  sus  características  fenotípicas  (Heddleston,  1976;  Bisgaard  et  al., 
1991) llevando a una confusión en la definición e identificación del microorganismo.  
Variaciones  fenotípicas  han  sido  reportadas  por  Fegan  et  al.  (1995).  En  un  estudio 











realizado  por  Fegan  et  al.  (1995),  se  reclasificaron  en  los  biotipos  1,  2,  3  y  10,  los 
cuatro biotipos iniciales (A, B, C y D) descritos por Blackall et al. (1995) (Blackall et al., 
























































P. multocida subsp. multocida  ‐  +  d  D  D  +*  D  +*  +* 
P. multocida subsp. septica  ‐  ‐  d  +  +  +*  D  +  +* 
P. multocida subsp. gallicida  +  +  ‐  ‐  ‐  +  D  +*  + 
d. 11 – 89% de cepas positivas, * resultado varía dependiendo del biotipo. 
 
Genotípicamente,  se  han  establecido  relaciones  filogenéticas  entre  las  tres 
subespecies,  en  base  a métodos  genotípicos  que  incluyen  hibridaciones  ADN‐ADN, 
comparación  de  secuencias  del  16S  ARNr  y  de  genes  “housekeeping”  (rpoB,  infB  y 
atpD) y ribotipado entre otras (Kuhnert et al., 2000; Christensen et al., 2005; Kuhnert y 
Korczak,  2006).  Se  identificaron  tres  “clusters”  (agrupaciones),  que  mostraron 




Existe controversia entre  los  investigadores sobre  las características genotípicas y  las 












(MLEE  por  sus  siglas  en  inglés  “Multilocus  Enzyme  Electrophoresis”)  y  ribotipado, 
encontraron  una  íntima  relación  entre  las  cepas  tipo  de  P.  multocida  subespecie 
multocida y gallicida, mientras que, la subespecie septica fue lejanamente relacionada 
con este taxón (Blackall et al., 1998).  
Kuhnert  et  al.  (2000)  y  Petersen  et  al.  (2001)  encontraron  al menos  un  98,5%  de 
similitud  entre  las  cepas  de  P.  multocida  subespecie  multocida  y  P.  multocida 
subespecie septica, datos corroborados por el estudio de Christensen et al. (2005) en 
base a métodos de  secuenciamiento de 16S ARNr donde  se determinó un 99.9% de 
similitud  de  las  cepas  estudiadas  con  la  cepa  tipo  de  P.  multocida  subespecie 
multocida y 98,6% de  similitud  con  la  cepa  tipo de P. multocida  subespecie  septica, 
incluso dos cepas fenotípicamente identificadas como P. multocida subespecie septica 
tuvieron  un  alto  grado  de  similitud  con  la  cepa  tipo  de  P.  multocida  subespecie 
multocida (Kuhnert et al., 2000; Petersen et al., 2001a; Christensen et al., 2005). 
La  secuencia completa del genoma de P. multocida  se ha determinado en base a  la 
secuenciación de  la  cepa PM70  (May et al., 2001). Contiene un  cromosoma  circular 




















y  Rhoades,  1987).  En  ocasiones  se  aíslan  cepas  acapsuladas  y/o  no  clasificables  en 
ningún serotipo, especialmente en aves (Rhoades y Rimler, 1987; Wilson et al., 1993). 
Ciertas enfermedades están asociadas al serotipo capsular, es así que el serotipo A y 
en menor proporción el D,  se asocia  con mayor  frecuencia al Cólera aviar  (Rimler y 
Rhoades,  1989)  y  a  la  Rinitis  atrófica  de  los  cerdos  (principalmente  las  cepas 
toxigénicas  del  serotipo D)  (Gwatkin  y Dzenis,  1953; Nakai  et  al.,  1984;  Pedersen  y 
Elling, 1984; Rhodes et al., 1987; Frymus et al., 1989); el F se aísla predominantemente 
de aves enfermas, mayormente patos, y  recientemente  se aisló de un  caso  fatal de 
peritonitis  fibrinosa en un  ternero  (Rimler y Rhoades, 1987; Catry et al., 2005a);  los 
serotipos  B  y  E,  se  asociaron  principalmente  a  la  Septicemia  hemorrágica  de  los 
bovinos (Carter, 1963; Baxi et al., 1970; Penn y Nagy, 1974; Nagy y Penn, 1976; Francis 
et al., 1980; Bastianello y  Jonker, 1981; Hassan y Mustafa, 1985); y el  serotipo A  se 
aísla frecuentemente de animales con síndrome respiratorio y a nivel mundial es una 




M.  haemolytica  es  parte  de  la microbiota  normal  del  tracto  respiratorio  superior  y 
nasofaringe  de  los  rumiantes,  es  el  principal  agente  etiológico  del  síndrome 
respiratorio ovino, también denominado pasteurelosis neumónica y está considerado 




M. haemolytica es miembro de  la  familia Pasteurellaceae,  genero Mannheimia.  Fue 
clasificada  inicialmente como Bacterium bipolare multocidum por Theodore Kitt (Kitt, 
1885 en (Rice et al., 2007). Fue reclasificada en 1932 como Pasteurella haemolytica en 





sangre  del  cordero  y  clasificada  en  dos  biotipos  A  y  T  en  base  a  su  habilidad  por 
fermentar la arabinosa o la trealosa, respectivamente (Newsom y Cross, 1932).  
En 1960 fue clasificada en 16 serotipos en base a sus antígenos capsulares (Biberstein 






microorganismo.  Los  serotipos  del  biotipo  A  fueron  asignados  a  la  nueva  especie 
Mannheimia haemolytica excepto el  serotipo A11 que  fue  reclasificado dentro de  la 
nueva especie Mannheimia glucosida  (Angen et al., 1999a). En 1990, P. haemolytica 
biotipo T fue reclasificada como Pasteurella trehalosi (Bingham et al., 1990; Sneath, P. 
H.  y  Stevens, M.,  1990),  y  en  el  2007  fue  reclasificada  como  Bibersteinia  trehalosi 
(Blackall et al., 2007).  
Según  la  clasificación  propuesta  por  Angen  et  al.  (1999)  el  género  Mannheimia 
comprende  actualmente  cinco  especies distintas: M. haemolytica  (serotipos A1, A2, 
A5‐A9, A12‐A14, A16 y A17) aisladas de diversos procesos patológicos en rumiantes; 
M.  granulomatis  (incluye  cepas  previamente  clasificadas  como  P.  granulomatis 
Bisgaard  taxón  20,  P.  haemolytica  biogrupo  3J,  y  cepas  clasificadas  genéticamente 
como P. haemolytica‐like  (parecidas a P. haemolytica) aisladas de  conejos,  liebres  y 




y  P.  haemolytica  biogrupo  3J)  aislada  del  rumen  de  bovinos  y  ovinos,  no  estando 
asociada a procesos patológicos, aunque recientemente ha sido aislado de ovejas con 
mastitis  (Omaleki et al., 2010); M. varigena  (incluye cepas originalmente clasificadas 
como  P.  haemolytica  biogrupo  6  y  Bisgaard  taxón  15  y  36)  aisladas  de  bovinos  y 











Aunque  P.  haemolytica  se  clasifica  actualmente  en  tres  especies  distintas,  M. 





es anaerobia  facultativa,  tiene  forma  cocobacilar  y mide 1‐2  x 0.5 µm. Es no móvil, 
oxidasa y catalasa positiva, fermenta la glucosa y los carbohidratos, produciendo ácido 
pero no gas. Su rango de crecimiento se da en temperaturas entre los 22 y 44ºC, con 
un  crecimiento  óptimo  a  37ºC.  Es  negativa  a  la  prueba  de  Voges‐Proskauer,  a  la 
prueba de indol y a la prueba de la gelatinasa (Mutters et al., 2005).  
Crece  en medios  enriquecidos  con  sangre  como  el  agar  sangre  y  el  agar  chocolate, 
formado colonias lisas de color blanco grisáceo con tamaño de 1 a 2 mm. de diámetro 
después de 24 horas de  incubación.  La mayoría de  las  cepas producen  β‐hemólisis; 
además  crecen  en  agar  Mac  Conkey.  Es  capaz  de  fermentar  D‐sorbitol,  D‐xilosa, 
maltosa  y  dextrina,  no  fermentan  la  arabinosa  y  los  glucósidos  y  la  mayoría  son 
negativas  a  la  prueba  de  la  ornitina  descarboxilasa  y  NPG  (β‐glucosidasa)  pero 
positivas a la prueba de ONPF (α‐fucosidasa) (Mutters et al., 2005). 
Posee un genoma circular de doble cadena de ADN de 2,4 Mbp, con un porcentaje de 
contenido  de  G+C  del  40%.  Ocasionalmente  un  plásmido  de  4,2  Kb,  puede  ser 




de  los aislados. La caracterización  fenotípica de  las especies del genero Mannheimia 









Biberstein  et  al.  en  1960,  desarrolló  un  sistema  de  serotipificación  de  la  antigua  P. 





método  fue modificado para hacerlo más  fácil  y  rápido  (Fraser et al., 1983),  siendo 
desde entonces el método más utilizado. 
Además en 1995 se  incluyó el serotipo A17  (Younan y Fodor, 1995). Actualmente M. 
haemolytica  comprende  12  serotipos,  A1,  A2,  A5  –  A9,  A12  ‐  A14,  A16  y  A17,  el 
serotipo A11 ha  sido  reclasificado en M. glucosida y  como B.  trehalosi  los  serotipos 
incluidos anteriormente en P. trehalosi (T3, T4, T10 y T15) (Angen et al., 1999a; Kirkan 
y  Kaya,  2005). Adicionalmente  el  10%  de  aislados  de M.  haemolytica  obtenidos  de 
rumiantes  enfermos pueden  ser no  serotipificables  (NT: no  tipificable)(Fraser  et  al., 
1982b; Quirie et al., 1986). 
Cepas  de M.  haemolytica  no  serotipificables  (NT),  se  pueden  aislar  con  frecuencias 
variables, a veces altas, dependiendo de la fuente de aislamiento (Fraser et al., 1982b). 
La mayoría de cepas NT parecen  corresponder al  serotipo A  (Frank, 1980), y  se han 
descrito  como  mutantes  de  M.  haemolytica,  algunas  de  las  cuales  presentan 
deficiencias  en  la producción de  antígenos  solubles  (Gentry  et al., 1988).  El estudio 
realizado  por  Frank,  et  al.  (1982)  sugiere  que  la  incapacidad  de  la  técnica  de 
Hemaglutinación  Indirecta  (HI)  en  serotipificar  estos  aislados,  pueda  deberse  a  la 
pérdida  de  antígenos  serotipo‐específicos  en  la  superficie  celular  de  la  bacteria, 















definitiva  y  confiable  de  estos  microorganismos.  Las  condiciones  del  aislamiento 
pueden  influenciar  la  expresión  de  la  morfología  bacteriana,  los  patrones  de 
fermentación de azucares y las propiedades serológicas.  
Las técnicas moleculares podrían ayudar a una mejor caracterización de los aislados y 
aumentar  la  confiabilidad  de  los  resultados.  En  un  estudio  epidemiológico  es muy 
importante  la  precisión  en  la  identificación  de  los  aislados  particularmente  de  las 
cepas más virulentas (Hunt et al., 2000). 
La clasificación taxonómica actual de  las Pasteurellaceae se basa en  la secuenciación 
del  16S  ARN  ribosomal,  sin  embargo  esta  metodología  no  es  aplicable  en  el 





I.5.  FACTORES  DE  VIRULENCIA  EN  LAS  CEPAS  DE  MANNHEIMIA  Y  PASTEURELLA 
ASOCIADOS A LA PASTEURELOSIS NEUMÓNICA OVINA 


































































1, 9  A  HA**, HD  Similar a A1?  1**, 2  Idéntico a A1  1.1, 1.2 
1.1, 1.2, 
1.5 













Similar a A1?  1**, 3  Idéntico a A1  1.2  1.2, 1.4 
A12  Ovino  1  A  HA, HM  Similar a A1?  1  Idéntico a A1  1.2  1.2 
A13  Ovino  ND  B  HN  Similar a A7?  4  Similar a A1  3.3  6 
A14  Ovino  ND  A  ND  Similar a A1?  1  Similar a A1  2.3  9 
A16  Ovino  ND  A  HA  Similar a A1?  1  Similar a A1  2.3  7 
A17  Ovino  ND  ND  ND  ND  ND  ND    ND 
*  Tabla  modificada  (Highlander,  2001).  **Grupo  predominante  (con  significancia  estadística)  en  la  clase  o  el  tipo.  ND:  no  determinado.  Gal:  galactosa.  GalNAc:  N‐










Los  factores  de  virulencia  asociados  a  los  mecanismos  de  patogenicidad  de  M. 
haemolytica  no  han  sido  completamente  definidos  hasta  la  actualidad.  Algunos 
autores  sugieren que  su presencia difiere entre  los aislados obtenidos de pulmones 
neumónicos versus aislados procedentes de animales sanos  (Highlander et al., 2000; 
Highlander,  2001;  Lo,  2001).  El  factor  de  virulencia  identificado  como  el  más 
importante  para  M.  haemolytica,  es  una  toxina  formadora  de  poro,  llamada 
leucotoxina  (Lkt),  está  proteína  tiene  actividad  específica  contra  los  leucocitos  de 
rumiantes.  Otros  factores  de  virulencia  que  pueden  tener  influencia  en  la 
patogenicidad  de  la  bacteria  pueden  ser:  el  lipopolisacárido  (LPS),  las  proteínas  de 
membrana  externa  (PME),  lipoproteínas  (Lpp),  proteínas  externas  de  membrana 
reguladas por hierro  (IROMP’s del  inglés “iron‐regulated outer membrane proteins”), 
adhesinas,  fimbrias  y  enzimas  (sialoglicoproteasas,  neuraminidasa,  proteasas,  etc.), 
antígenos  aglutinantes  serotipo‐específicos,  además  de  la  cápsula  y  los  genes  de 
resistencia a antibióticos asociados a plásmidos (Burrows, L. L. et al., 1993; Lo, 2001). A 
diferencia de  la  leucotoxina, poco se sabe sobre  la expresión de  los otros factores de 
virulencia (Tabla 5) (Highlander, 2001).  
Todos  los  genes  asociados  a  los  factores  de  virulencia  identificados  han  sido 
encontrados  en  el  genoma  de  M.  haemolytica  A1,  el  cual  ha  sido  secuenciado 
recientemente (Gioia et al., 2006). Un reciente estudio secuenció el genoma completo 
del serotipo A2 de M. haemolytica aislado de ovinos y bovinos, evidenciando que el 
serotipo  A2  de  ovino  tiene  173  genes  únicos mientras  que  el  A2  bovino  solo  57. 
Además  se  encontró  una  gran  proporción  de  fagos  y  pseudogenes  indicando  la 
presencia  de  islas  de  patogenicidad  difundidas  entre  cepas  por  transferencia 
horizontal de genes (Lawrence et al., 2010).  
El rol en la virulencia de los factores mencionados, aun no ha sido esclarecido, debido 






















































Los  antígenos  capsulares  son  la  base  de  la  serotipificación  de  aislados  de  M. 
haemolytica.  Cada  serotipo  de  M.  haemolytica  produce  un  polisacárido  capsular 






















favorables  (Moxon  y  Kroll,  1990).  Adicionalmente,  los  componentes  capsulares 
interactúan con  la sustancia surfactante en el pulmón, facilitando  la adherencia de  la 
bacteria  al  epitelio  del  tracto  respiratorio  de  animales  susceptibles  (Brogden  et  al., 
1989; Whiteley et al., 1990; Highlander, 2001). 
El  acido  siálico  al  ser  un  componente  normal  de  las membranas  celulares,  resulta 
escaso o no  inmunógeno cuando  forma parte de  la composición de  la cápsula como 
sucede en el serotipo A2 (Adlam et al., 1987). En el serotipo A1, se ha probado que la 










la  propiedad  de  activar  macrófagos,  inducir  citoquinas,  activar  la  cascada  de  la 
coagulación,  la  agregación  plaquetaria  y  el  shock  endotóxico  (Paulsen  et  al.,  1989; 
Zecchinon  et  al.,  2005).  Constituye  el mayor  antígeno  de  superficie  y  los  serotipos 
somáticos están constituidos de acuerdo a sus componentes antigénicos estructurales. 
Existe evidencia de que esta endotoxina tiene un efecto directo tóxico sobre las células 






El  LPS  induce  la  producción  de  IL‐1β,  IL‐8  vía  TNF‐α,  iniciando  la  infiltración  de 
neutrófilos,  la  inflamación y  los daños en  las células endoteliales pulmonares  (Yoo et 
al., 1995a; Lafleur et al., 1998). Junto a la leucotoxina forma una molécula de alto peso 
molecular (Li y Clinkenbeard, 1999) y se cree que muchos de los efectos biológicos de 
la  leucotoxina se deben a  la  formación del complejo con el LPS  (Czuprynski y Welch, 
1995; Stevens y Czuprynski, 1995). LPS aumenta la actividad citolítica de la leucotoxina 
(Lafleur  et  al.,  2001),  además  puede  estabilizar  térmicamente  a  la  leucotoxina 
aumentando su actividad contra células de  linfoma bovino  (Li y Clinkenbeard, 1999). 
Una  similar  asociación  se  ha  observado  entre  la  hemolisina  de  E.  coli  y  el  LPS 
(Walmrath et al., 1994). 
Se han reportado ocho tipos diferentes de LPS en el serotipo A1 de M. haemolytica, 
que  representan  variantes  que  contienen  cuatro  combinaciones  del  oligosacárido 
central y un antígeno‐Ο con repeticiones idénticas de trisacáridos. El antígeno‐Ο de los 
serotipos  A6,  A9  y  A12  es  químicamente  idéntico  al  del  serotipo  A1.  Aunque  la 
estructura  del  antígeno‐Ο  de  los  serotipos  A5,  A7,  A13,  A14  y  T15  aun  no  se  ha 
descrito,  pero  todos  reaccionan  con  los  antisueros  de  los  serotipos  A9  y  A12, 
sugiriendo  esto  que  puedan  ser  idénticos  (Lacroix  et  al.,  1993). A  diferencia  de  los 
demás,  los  serotipos  A2  y  A8  han  perdido  el  antígeno–Ο  y  se  observan  como  LPS 
rugosos,  todos  los demás  serotipos poseen  LPS  lisos  (Ali  et al., 1992;  Lacroix  et al., 
1993). 








102 kD  (lktA), que  forma parte de  la  familia de exotoxinas producidas por bacterias 








1992),  y  es  secretada  durante  la  fase  logarítmica  del  crecimiento  de  la  bacteria 
(Markham y Wilkie, 1980; Shewen y Wilkie, 1985; Zecchinon et al., 2005). Al igual que 
otras  toxinas  RTX,  como  la  hemolisina  de  E.  coli  (hlyCABD),  está  codificada  por  un 
grupo (“cluster”) de cuatro genes reunidos en un operón (lktCABD) que incluye: un gen 




Las  células más  susceptibles  a  los  efectos  de  la  leucotoxina  son  los macrófagos  de 
bovinos, los neutrófilos de la mayoría de especies de rumiantes, los linfocitos y cultivos 
celulares de  linfoma (Clinkenbeard et al., 1989a; Clinkenbeard et al., 1989c; Majury y 




en  la  célula  a  la  que  se  unen.  Esta  unión,  así  como  su  actividad  y  secreción  son 
dependientes  de  calcio  (Clinkenbeard  et  al.,  1989b;  Cruz  et  al.,  1990;  Forestier  y 
Welch,  1991).  La  secuencia  aminoterminal  contiene  hélices  hidrofóbicas  que  se 
extienden  sobre  la  célula  hospedera  y  provocan  la  formación  de  poros  (Forestier  y 
Welch, 1991). Aun no está  claro  si  la unión de  la bacteria a  la  célula blanco es una 
interacción no‐específica o interacciona específicamente con receptores β2‐integrinas. 
El  dominio  carboxiterminal  de  la  proteína  contiene  series  de  repeticiones  ricas  en 
glicina y aspartato y, al igual que en otras toxinas RTX, han demostrado unirse al calcio 
y potenciar su actividad tóxica (Rowe et al., 1994). Se ha probado que LktA es especie 










molecular  del  gen  lktA  en  cepas  de  M.  haemolytica,  B.  trehalosi  y  M.  glucosida, 
revelando la existencia de ocho variantes alélicas de la proteína en M. haemolytica, y 
una variante en B. trehalosi y M. glucosida. Las variantes encontradas representan una 
variación de cuatro alelos (lktA1,  lktA2,  lktA4, y  lktA5) que se cree surgieron a través 
de recombinaciones intragénicas entre las tres especies bacterianas.  
En  B.  trehalosi  y  M.  glucosida  solo  se  encuentran  los  alelos  lktA4  y  lktA5, 
respectivamente;  mientras  que  en  cepas  de  M.  haemolytica  aisladas  de  ovinos, 
pueden encontrarse genes que llevan en sus secuencias bloques significativos de lktA4 
y  lktA5. Aparentemente,  existe  una  transferencia  horizontal  de  genes  enteros.  Este 
intercambio genético resulta sorprendente puesto que  las tres bacterias  involucradas 





La  expresión  y  secreción  de  la  leucotoxina  está  regulada  por  varios mecanismos  y 




la  transcripción  de  la  leucotoxina  está  regulada  por  la  temperatura  pero  que  la 
presencia  de  hierro  en  el medio  reprime  la  transcripción  de  la  proteína  (Marciel  y 
Highlander, 2001). 
La  leucotoxina  tiene  la  capacidad  de  unirse  a  las  células  de  un  gran  variedad  de 
especies  (Sun et al., 1999b). Sin embargo, su capacidad de producir citólisis requiere 












de  los  gradientes de membrana  (Clinkenbeard  et  al.,  1989b; Clinkenbeard  y Upton, 
1991). A bajas concentraciones, la toxina produce activación de neutrófilos (Czuprynski 
et al., 1991), estimula la producción de citoquinas inflamatorias (IL‐1, IL‐8, leucotrienos 
y  factor de necrosis  tumoral  (TNF, del  inglés  “Tumour Necrosis  Factor”)  (Yoo  et al., 
1995b),  y  provoca  cambios  en  el  citoesqueleto  celular  y  apoptosis  (Stevens  y 
Czuprynski, 1996; Sun et al., 1999a).  
La producción de citoquinas en el tejido pulmonar puede llevar a la liberación de H2O2, 
el  cual  es  convertido  en  radicales  hidroxilo  por  las  células  endoteliales  alveolares, 
provocando  un  daño  considerable  en  el  tejido  y  necrosis  del  epitelio  alveolar, 
resultando en la acumulación de fluido y fibrina en la luz de los alvéolos y los espacios 
interalveolares  (Biberstein  y  Hirsh,  1999;  Lopez,  2001).  Todas  estas  actividades  se 







sobre  cuáles  son  las moléculas que permiten  a M. haemolytica  colonizar el  epitelio 
respiratorio y las criptas tonsilares. Al parecer M. haemolytica posee una adhesina que 
le permite adherirse a  la  superficie del epitelio  respiratorio, el  locus que codifica  tal 























Jaramillo  et  al.,  (2000),  logró  purificar  por  afinidad  una  adhesina  de  68  KDa  que 
aglutinó específicamente eritrocitos de conejo (Jaramillo et al., 2000). 
Muchas  adhesinas  bacterianas  son  pilis.  Se  ha  descrito  el  pili  tipo  IV  (pilABCD)  en 
aislados de M. haemolytica  (Morck  et al., 1989).  Se  conoce que el pili  tipo  IV  tiene 
como  función  la adhesión y  la movilidad en otras bacterias gram negativas y  tal vez 
podría tener las mismas funciones en M. haemolytica.  






















en cuenta para  la vacunación. La capacidad  inmunógena varía entre  los serotipos de 
M.  haemolytica,  no  produciendo  protección  cruzada  entre  serotipos.  Esto  se 
comprobó  en  un  estudio  desafiando  ovejas  con  los  serotipos  A2,  A7  y  A9  e 
inmunizadas con extractos de OMP’s de los mismos serotipos; solo la vacuna con OMP 











M. haemolytica, deleccionando  los genes de  las  lipoproteínas PlpA, PlpB y PlpD. Esta 
cepa fue más sensible a la lisis mediada por el complemento y a la respuesta  inmune 
dependiente  de  anticuerpos,  además  creció más  lentamente  que  la  cepa  silvestre 
(Murphy et al., 1998). 
Además  de  su  función  en  la  resistencia  al  sistema  inmune  del  hospedador,  las 
lipoproteínas  han  mostrado  tener  otras  actividades  en  la  patogénesis.  Una 
preparación  de OMP’s  de M.  haemolytica  purificada  aumenta  la  adherencia  de  los 
neutrófilos y  la quimiotaxis in vitro y provoca la liberación de interferón gamma (IFN‐









igual  que  en  otros  patógenos  las  OMP’s  de M.  haemolytica  están  envueltas  en  la 
reorganización del citoesqueleto de la célula hospedera (Marcatili et al., 2000). 
 
I.5.1.6. Proteínas externas de membrana  reguladas por hierro  (IROMP’s del  inglés: 
“iron regulated outer membrane proteins”) 
M.  haemolytica  produce  numerosas  proteínas  de membrana  externa  reguladas  por 
hierro (IROMP’s), que incluyen una proteína de 77 KDa de función desconocida, y dos 
proteínas  de  unión  a  transferrina  TbpA  y  TbpB  (Tbp  del  inglés:  “transferrin  binding 
protein”)  (Deneer  y  Potter,  1989;  Ogunnariwo  et  al.,  1997).  M.  haemolytica  no 
produce sideróforos  (Ogunnariwo y Schryvers, 1990) por  lo que  las proteínas TbpB y 
TbpA tienen un rol  importante en  la adquisición de hierro. El análisis de su secuencia 
sugieren  que  el  operon  de  ambas  proteínas  puede  ser  reprimido  por  una  proteína 
reguladora  similar al  regulador de  captación de hierro Fur  (del  inglés: “ferric uptake 
regulator”)  (Ogunnariwo  et  al.,  1997).  Otras  proteínas  externas  de  membrana 
reguladas  por  hierro  identificadas  en M.  haemolytica  son:  la  FbpA  (del  inglés  “iron 
binding  protein”)  de  35  KDa  (Ogunnariwo  et  al.,  1997),  una  proteína  de  unión 




Todos  los  serotipos  de M.  haemolytica  producen  zinc‐metaloproteasas  que  tienen 
actividad  contra  las Ο‐sialoglicoproteínas  (Otulakowski  et  al.,  1983; Abdullah  et  al., 
1990).  La  principal  metaloproteasa  caracterizada  en  M.  haemolytica  es  la 
sialoglicoproteína (Gcp) que está codificada por el gen gcp, el cual ha sido clonado en 
una cepa de E. coli y secuenciado (Abdullah et al., 1991), sin embargo, no se  logró su 








sialoglicoproteína  tiene  actividad  endopeptidasa  y  neuraminidasa  siendo  capaz  de 







propiedades  inmunogénicas  en  los  animales  (Boyce,  J.  R.  et  al.,  2004).  Aun  se 
desconoce cuál puede ser la célula blanco de la glicoproteasa, pero probablemente las 






excepto  el  serotipo  A11  (actualmente  clasificado  como M.  glucosida).  Juega  un  rol 
importante  en  la  colonización  por  la  bacteria  del  epitelio  respiratorio  (Frank  y 
Tabatabai, 1981; Straus et al., 1993b). Esta enzima produce, primero, una hendidura 




que  la neuraminidasa puede ejercer un efecto patogénico mediante  la  remoción de 
residuos de ácido siálico en las glicoproteínas de la célula que componen la mucosa del 
tejido  respiratorio del hospedador, y de esta manera  reducir el efecto protector del 






En  bovinos  la  secreción  de  neuraminidasa  parece  ser más  abundante  en  cepas  del 
serotipo  A1,  en  relación  a  cepas  del  serotipo  A2,  evidenciando  que  en  bovinos  la 
enzima  puede  estar  involucrada  en  la  invasión  de  M.  haemolytica  durante  el 
establecimiento del proceso  infeccioso (Frank y Tabatabai, 1981; Straus et al., 1993b; 
Lee et al., 1994b). 















superóxidismutasa  periplásmica,  la  cual  dismuta  exógenamente  los  radicales 
superóxidos  generados,  lo  que  ayudaría  a  la  sobrevivencia  bacteriana  del  estallido 




















identificados hasta el momento  incluyen  la cápsula y  los  lipopolisacáridos  (Chung et 
al.,  2001;  Harper  et  al.,  2007),  además  de  otros  factores  como  las  adhesinas 
(hemaglutinina  filamentosa  ‐  pfhA,  fimbrias  tipo  IV  –  ptfA  y  la  pilina  Flp),  toxinas 
(toxina  dermonecrótica:  toxA),  sideróforos  (proteínas  para  la  adquisición  de  hierro: 
exbBD‐tonB,  tbpA, hgbA y hgbB),  sialidasas  (aumentan  la virulencia de  la bacteria al 
enmascarar  sus  receptores  claves  y  reducir  la  efectividad  de  las  defensas  del 
hospedador),  neuraminidasas  (nanB  y  nanH),  superóxidodismutasas  (sodA  y  sodC) 
genes codificantes de mecanismos de  resistencia a antibióticos, y  las OMP’s  (OmpA, 




Dentro  de  P.  multocida  se  han  caracterizado  distintos  sistemas  de  adquisición  de 





Aunque  no  se  ha  asociado  la  presencia  de  ningún  factor  de  virulencia  al  serotipo 
capsular, se ha observado que el gen pfhA que codifica una hemaglutinina filamentosa 
es más frecuente en los serotipos A, B, E y F, el gen tbpA para la adquisición de hierro 








Los  mecanismos  de  adherencia  a  las  células  bovinas  durante  la  enfermedad 
respiratoria, y  los factores relacionados con ella, han sido pobremente esclarecidos y 
en ovinos  la  información es aún más escasa  (Dabo et al., 2007). El amplio  rango de 
hospedadores  de  P.  multocida  sugiere  un  reconocimiento  de  componentes  de  la 
superficie  de  la  célula  blanco  común  entre  todas  las  especies  animales  y  tipos  de 
tejidos.  Recientes  estudios  han  demostrado  que  P.  multocida  puede  unirse  a  las 
moléculas que componen  la matriz extracelular de  la célula hospedera,  incluyendo  la 
fibronectina  (Dabo  et  al.,  2005).  Las  proteínas  de  P.  multocida  recientemente 
identificadas como proteínas putativas de unión a fibronectina  incluyen una proteína 
de membrana externa OmpA, un  receptor TonB dependiente,  la proteina HgbA  (del 
inglés “hemoglobin‐binding protein A”), y la proteína de unión a transferrina TbpA (del 
inglés “transferrin binding protein A”) (Dabo et al., 2003; Dabo et al., 2005). 
Se han  reportado  fimbrias como  factores de adherencia en aislados de P. multocida 
serotipo A (Glorioso et al., 1982; Rebers et al., 1988; Ruffolo et al., 1997). Los serotipos 
A, B, D y cepas B:2 poseen pili tipo IV denominadas como ptfA aunque su rol no está 




factor  involucrado  en  la  adherencia  de  P.  multocida  serotipo  A  y  de  estimular  la 
inmunidad cruzada protectora en ratones y pollos (Borrathybay et al., 2003; Ali et al., 
2004b; Tabatabai y Zehr, 2004; Harper et al., 2006). 
El  genoma  de  P.  multocida  contiene  algunos  genes  codificantes  de  adhesinas 
homólogos a la hemaglutinina filamentosa (pfhaB1 y pfhaB2) de Bordetella pertussis y 














y  una  asociación  significativa  se  observó  entre  estatus  infeccioso  y  aislados  que 
poseían el gen pfhA (Ewers et al., 2006).  







en  cepas  de  P. multocida  aisladas  de  bovinos  con  una  frecuencia  de  100%  y  85% 
respectivamente (Mizan et al., 2000). 
Las diferencias moleculares entre cepas de P. multocida comensales y patógenas no ha 
sido  esclarecida  hasta  el momento,  pero  se  conoce  que  los mecanismos  implican 
claramente  la capacidad de  la bacteria para  inducir  la respuesta  inflamatoria a través 
de  los  receptores  “toll‐like”  (TLR’s).  La  señalización  por  TLR’s  es  crucial  para  la 
respuesta  inmune  innata durante  la primera  línea de defensa de  la célula hospedera 
contra  la  infección bacteriana,  lo que provoca  la  activación de  la  respuesta  inmune 
adaptativa  que  es  la  encargada  de  eliminar  a  la  bacteria.  Es  por  ello,  que  se  ha 
reportado  que  las  adhesinas  bacterianas  dependen  de  los  TLR’s  para  inducir  la 















problemas neumónicos en  la mayoría de  rumiantes, mientras que P. multocida  solo 
produce casos esporádicos. P. multocida es común en ovejas en zonas tropicales y es 
menos  importante  en  zonas  templadas  (Radostitis  et  al.,  2000).  B.  trehalosi  se 







menudo  se  asocian  con  cambios  en  el  manejo  o  cambios  climáticos,  siendo  más 
prevalente  a  finales  de  primavera  e  inicios  del  verano  (Radostitis  et  al.,  2000).  El 
diagnóstico  se  realiza por  los hallazgos  anatomopatológicos  y  el  aislamiento del M. 
haemolytica de las lesiones pulmonares (Quinn et al., 2002).  
Los  corderos  de  entre  5  y  12  meses  y  las  ovejas  que  acaban  de  parir  son  más 
susceptible a  la  infección  (Alley et al., 1999). Los corderos más  jóvenes menores a 2 
meses  son  altamente  susceptibles  y  la  infección  progresa  rápidamente  a  una 
septicemia fatal (Radostits, et al., 2000). 
El serotipado capsular es  la base  inicial de tipificación epidemiológica de  los aislados 
de M.  haemolytica.  Estudios  experimentales  iniciales demostraron que  los  corderos 
son más susceptibles que las ovejas adultas a infección por el tipo A de M. haemolytica 
(Smith,  1960),  desarrollando  una  infección mucho más  severa  en  la  cual  la muerte 
súbita puede ocurrir sin signos clínicos previos. 
Una gran variedad de serotipos se han asociado a procesos neumónicos en ovinos. El 










Kaya,  2005;  Villard  et  al.,  2006).  La  prevalencia  de  los  serotipos  A5,  A6  y  A7  ha 
aumentado  en  los  últimos  10  años  (Ewers  et  al.,  2004).  En  bóvidos  el  serotipo A2, 
aunque  se  aísla  de  la  nasofaringe  de  los  animales  sanos,  raramente  se  asocia  a  la 





Los  aislados  ovinos  y  bovinos  de  determinados  serotipos  (A1,  A2  y  A6)  pueden 
diferenciarse por los perfiles electroforéticos de sus proteínas externas de membrana 
(OMP’s)  y  por  su  genotipo  cromosómico  indicando  que  existen  distintas 
subpoblaciones  de  estos  serotipos  adaptados  a  cada  especie  animal  (Davies  y 
Donachie,  1996; Davies  et  al.,  1997).  Los  resultados  de  estudios  experimentales  en 
corderos  indican  que  determinados  serotipos,  como  el  A2,  A7  y  A9,  tienen mayor 
virulencia que otros y causan procesos neumónicos más graves (Odugbo et al., 2004).  
La  leucotoxina  es  un  importante  factor  de  virulencia  de M.  haemolytica  que  está 
implicado en la inmunidad del hospedador (Zecchinon et al., 2005). La leucotoxina de 
las  estirpes  ovinas  y  bovinas  de  M.  haemolytica  presenta  10  grupos  de  variantes 
alélicas designadas de lkta1 a lkta10. De ellas, 5 variantes alélicas están presentes solo 
en  las  cepas  ovinas.  En  contraste  existe  una menor  diversidad  alélica  en  las  cepas 
bovinas (Davies et al., 2001).  
La leucotoxina de los aislados ovinos del serotipo A2 es una de las que presenta mayor 
diversidad,  se  han  descrito  al  menos  cuatro  variantes  alélicas,  dos  de  ellas 
representativas de  cada uno de  los dos principales  linajes de  las estirpes patógenas 
ovinas del serotipo A2 (Davies et al., 2001; Davies et al., 2002).  
Estudios sobre tipos de LPS, OMP’s y tipos capsulares (factores que pueden constituir 
importantes  componentes de  la  virulencia bacteriana)  sugieren que M. haemolytica 






consecuencia  la  estructura  genética  de  esta  especie  es  básicamente  clonal.  Esta 
hipótesis  está  soportada  por  el  hecho  de  que  se  ha  observado  el mismo  genotipo 
multilocus  en  un  amplio  rango  de  muestras  de  distintas  aéreas  geográficas  y  en 
diferentes periodos de tiempo (Davies et al., 1997). 









ancestral  de  M.  haemolytica,  además,  el  taxón  A11  que  es  el  más  cercanamente 
relacionado  con M. haemolytica está  asociado  solo  con ovinos  (Bisgaard  y Mutters, 
1986; Davies y Donachie, 1996). 




3B  sugieren  que  estos  factores  son  importantes  en  la  virulencia  y  especificidad  de 
hospedador en ovinos (Davies et al., 1997). Estas variaciones genéticas pueden ser las 
responsables  de  las  diferencias  observadas  en  la  virulencia  y  especificidad  de 
hospedador. 
Los  estudios  realizados  sugieren  que  las  variaciones  genéticas  en  estos  factores  de 
virulencia suponen variaciones antigénicas que confieren una ventaja al patógeno para 
eludir  la  respuesta  inmune  del  hospedador  (Zecchinon  et  al.,  2005).  Esto  tiene 









un  componente  importante  de  algunas  vacunas  diseñadas  para  prevenir  la 
pasteurelosis neumónica. 
La  identificación  y  el  serotipado  de  los  aislados  de M.  haemolytica  es  un  requisito 
esencial  previo  a  la  producción  y  aplicación  racional  de  vacunas  frente  a  la 
pasteurelosis  neumónica  ovina  en  áreas  geográficas  determinadas.  A  pesar  de  la 
nueva clasificación,  la  identificación correcta de  los aislados continua  siendo difícil y 
laboriosa  y  complica  los  estudios  epidemiológicos  y de patogénesis de  los procesos 
neumónicos  producidos  por  M.  haemolytica,  siendo  necesaria  una  caracterización 
fenotípica  y  genotípica  para  la  correcta  clasificación  de  los  aislados  (Angen  et  al., 
2002). 
Al igual que ocurre con otros procesos infecciosos, la epidemiología y patogenia de los 






polisacáridos  capsulares  (Carter,  1955)  y  son  designados  como  A,  B,  C,  D,  E  y  F. 
Además se subdivide en 16  tipos somáticos en base a  las diferencias serológicas del 
lipopolisacárido  de  la  pared  celular  (Heddleston  et  al.,  1972a).  Es  frecuentemente 
asociada  a  septicemia  hemorrágica  en  vacas  y  búfalos  y  a  neumonía  enzoótica  en 











naturaleza de  la bacteria, muchos de  los datos obtenidos  resultan  controversiales  y 
especulativos (Mohamed y Abdelsalam, 2008). 
Diversos investigadores han indicado que M. haemolytica no causa enfermedad por si 
sola sin  la presencia de  factores predisponentes  (Yates, 1982; Cutlip et al., 1996). En 
algunos  estudios  experimentales  la  inoculación  directa  de  la  bacteria  en  animales 




inoculadas  experimentalmente  con  un  cultivo  puro  de  M.  haemolytica  por  vía 
intratraqueal y en los que no se logró determinar ningún factor predisponente.  





La  mayoría  de  infecciones  producidas  por  M.  haemolytica  son  principalmente 
endógenas, causadas por bacterias que residen normalmente en el tracto respiratorio 
superior, aunque  infecciones exógenas  también pueden ocurrir por contacto directo 




El  estrés  y  las  infecciones  virales  podrían  predisponer  a  la  infección  por  M. 
haemolytica al dañar  los mecanismos  inmunes primarios como el movimiento de  las 
células ciliadas,  las secreciones mucosas de  la  tráquea, bronquios y bronquiolos. Las 










En  las  cepas  de M.  haemolytica  aisladas  de  rumiantes  se  han  identificado  diversos 
mecanismos de patogenicidad a través de potentes antígenos,  los cuales  incluyen:  la 
leucotoxina  (Lkt)  con  actividad  específica  contra  leucocitos  de  rumiantes,  el 
lipopolisacárido  (LPS),  las  proteínas  de  membrana  externa  (OMP’s),  las  proteínas 
externas de membrana  reguladas por hierro  (IROMP’s),  fimbrias, adhesinas, enzimas 
(neuraminidasa,  proteasas,  metaloglicoproteasas),  antígenos  aglutinantes  serotipo‐
específicos, además de la cápsula y los plásmidos y genes de resistencia a antibióticos 
(Burrows, G. E. et al., 1993; Burrows, L. L. et al., 1993; Fedorova y Highlander, 1997b; 
Lo,  2001;  Marciel  y  Highlander,  2001;  Jeyaseelan  et  al.,  2002;  Leite  et  al.,  2002; 




La  leucotoxina  se  considera  el  principal  y  más  significativo  factor  de  virulencia 
elaborado  por M.  haemolytica.  La  toxina  produce  una  amplia  variedad  de  efectos 
biológicos sobre  los  leucocitos, cuyo resultado final es una pleuroneumonía fibrinosa 
aguda  (Deshpande  et  al.,  2002; Narayanan  et  al.,  2002).  El  receptor  celular  para  la 
leucotoxina es el receptor transmembrana CD18, a través de  la subunidad beta de  la 
















aumenta  la respuesta  inflamatoria al activar  las células para que  liberen mediadores, 
proteasas  y metabolitos  de  oxígeno  reactivo.  Las  lesiones  en  pulmones  infectados 
incluyen: exudado fibrinoso, trombosis de vasos linfáticos debido al efecto de la toxina 
en  los neutrófilos  (Breider  et al., 1988)  y  a  la  lisis de  las plaquetas  (Clinkenbeard  y 
Upton, 1991). 
Diversos  estudios  han  demostrado  que  la  inoculación  intratraqueal  de  bovinos  con 
cepas mutantes en  la  leucotoxina producen menos  lesiones pulmonares y reducen  la 
mortalidad,  en  comparación  con  cepas  silvestres  (Petras  et  al.,  1995).  Resultados 
similares  se  obtienen  con  inoculaciones  endobronquiales  (Tatum  et  al.,  1998).  Sin 
embargo,  en  un  estudio  realizado  inoculando  cepas  mutantes  de  Lkt  por  vía 
intratorácica (DL50), la cepa mutante fue capaz de producir lesiones pulmonares menos 
extensas,  pero  fue  eficiente  en  colonizar  el  tracto  respiratorio  superior.  De  estos 
resultados se pudo deducir que otros factores de virulencia, además de la leucotoxina, 
son críticos para la patogénesis (Highlander et al., 2000).  





disponibles  en  el  lugar  de  la  inflamación,  produciéndose  depósitos  fibrinosos. 
Cualquier  posibilidad  de  una  respuesta  inmune  secundaria  es  interrumpida  por  la 
actividad de  la  leucotoxina que previene  la blastogénesis de  los  linfocitos (Narayanan 
et al., 2002; Jaramillo et al., 2009).  
Además, la leucotoxina, junto a la sialoglicoproteasa, induce la activación de plaquetas 














la bacteria en  los  lóbulos  infectados, causan una extensa  trombosis  intravascular de 
venas, capilares y vasos linfáticos pulmonares lo que conlleva a la isquemia del tejido y 
posterior  necrosis  focal  del  parénquima  pulmonar,  acompañada,  por  una  severa 
infiltración de células inflamatorias y acumulación de exudado fibrinoso (Slocombe et 
al., 1985; Lopez, 2001). La formación de complejos antígeno‐anticuerpo contribuye al 
aumento  de  la  permeabilidad  vascular  y  a  la  quimiotaxis  de  neutrófilos,  con  la 






Las  lesiones  neumónicas  ocasionadas  por  la  infección  de  M.  haemolytica  y  P. 
multocida  se observan  como una bronconeumonía  fibrinosa y pleuritis que  tiende a 
ser crónica (Friend et al., 1977). Las lesiones se observan principalmente en los lóbulos 
apicales  con  disposición  cráneoventral,  los  septos  interlobulares  se  observan 
distendidos  y  repletos  de  un  fluído  gelatinoso  o  fibrina  producto  del  edema.  Los 
nódulos mediastínicos se encuentran frecuentemente congestionados y edematosos.  
Microscópicamente,  los  cambios  observados  se  corresponden  con  una  neumonía 














La  utilización  de  antibióticos  para  el  tratamiento  de  infecciones  bacterianas  es  una 
práctica de manejo que  está  ampliamente  extendida  en  la producción  animal. Para 
combatir  las  pasteurelosis  neumónica  los  antibióticos  son  utilizados  de  manera 
terapéutica  y  profiláctica  (Schwarz  et  al.,  2004).  En  la  terapia  con  antibióticos,  los 
animales  son  tratados en base  a un diagnóstico  inicial de  la enfermedad,  aunque  a 
menudo  el  tratamiento  no  se  base  en  resultados  de  pruebas  de  sensibilidad  a 
antibióticos.  El  tratamiento  puede  administrarse  a  todo  el  lote,  con  el  objetivo  de 
reducir  la morbi‐mortalidad  en  animales  con  infecciones  subclínicas  cercanos  a  los 
animales enfermos o como tratamiento.  
En  rumiantes, el  tratamiento antibiótico es  la principal herramienta de prevención y 
control  de  infecciones  debidas  a  Pasteurella  y  Mannheimia.  Sin  embargo,  el  uso 
imprudente  de  los  antimicrobianos    supone  un  alto  riesgo  de  seleccionar  bacterias 
resistentes,  promover  la  diseminación  de  genes  localizados  en  plásmidos  y 
transposones,  y  consecuentemente  reducen  la  eficacia  de  los  antimicrobianos 
comúnmente  disponibles  para  el  tratamiento  de  infecciones  en  animales  de 
producción (Kehrenberg et al., 2001b). 
Una  lista de antibióticos de uso veterinario está  recomendada en el  tratamiento de 





embargo,  cepas  de M.  haemolytica  aisladas  de  ovejas  y  cabras  generalmente  son 














agentes,  así  tenemos:  tetraciclinas  (oxitetraciclina,  doxiciclina  y  tetraciclina), 
sulfonamidas  potenciadas  (trimetoprim  +  sulfonamidas),  macrólidos  (tilosina, 
tilmicosina,  tulatromicina),  aminoglucósidos  (gentamicina),  aminociclotioles 
(espectinomicina),  lincosamidas  (lincomicina),  fenicoles  (florfenicol)  y 
fluoroquinolonas  de  segunda  generación  (marbofloxacina,  danofloxacina  y 
enrofloxacina). Una  disminución  de  la  sensibilidad  y  en  algunos  casos  resistencia  a 
antimicrobianos  se ha  reportado en  cepas de Mannheimia y Pasteurella aisladas de 
pulmones de rumiantes (Watts et al., 1994; Kehrenberg et al., 2001b).  
Actualmente, se han descrito cepas de M. haemolytica y P. multocida resistentes a  la 
amoxicilina,  penicilina,  gentamicina,  neomicina,  tetraciclina,  espectinomicina, 
flumequina,  florfenicol,  tulatromicina,  enrofloxacino,  tilmicosina  y  a  la  combinación 
sulfametoxazol  +  trimetoprim,  dificultando  el  tratamiento  de  animales  con  signos 














































Las  estirpes  de  Mannheimia  haemolytica  y  Pasteurella  multocida  causantes  de  la 




































Tipificación  fenotípica  y  genotípica  de  aislados  de  M.  haemolytica  y  P.  multocida 
asociados a  la presencia de  lesiones neumónicas en corderos de cebo sacrificados en 
matadero. 
La  tipificación  fenotípica  se  basó  en  la  determinación  del  serotipo  capsular  y  de  los 








la  caracterización  bioquímica  (biotipo)  y  la  sensibilidad  a  los  principales 
antimicrobianos  (antibiotipo)  utilizados  en  el  tratamiento  de  infecciones 
bacterianas en las explotaciones ovinas. 
◊ Tipificación  genotípica,  mediante  técnicas  moleculares,  incluyendo  la 
identificación molecular,  y  la  determinación  de  la  ausencia  o  presencia  de 
genes que codifican  los principales factores de virulencia  (toxinas, adhesinas, 
proteínas de membrana externa  y  sistemas de adquisición de hierro) de  los 
aislados obtenidos. 










































tres mataderos  de  la  Comunidad  de Madrid.  Las muestras  se  recogieron  en  ocho 
visitas realizadas a los mataderos en el período comprendido entre Febrero del 2008 y 












◊ Animales:  las muestras  se  tomaron  de  corderos  de  cebadero,  de  entre  4  a  5 
meses de edad, y entre 20 a 25 Kg. de peso vivo. 
◊ Tamaño de muestra:  Se  realizó un muestreo por  conveniencia,  seleccionando 
como mínimo 30 pulmones en cada visita. Se intentaron seleccionar al menos 15 
pulmones con lesiones neumónicas y 15 sin lesiones. 












lesiones  compatibles  con  bronconeumonía  (consolidación  pulmonar 
craneoventral). 
b. Pulmones sin  lesiones neumónicas: Se consideró como pulmón sin  lesiones 
neumónicas  aquellos  pulmones  que  macroscópicamente  no  presentaron 






sacrificio  como  máximo).  Las  muestras  fueron  analizadas  siguiendo  la  técnica  de 
siembra  en  medios  de  cultivo,  para  lo  cual,  se  utilizaron  placas  de  petri  de  Agar 




a. Los  aparatos  respiratorios  se  colocaron  en  una  bandeja  y  se  realizó  la 
inspección  externa  de  los  órganos,  anotándose  en  una  hoja  de  registro  los 
datos sobre las lesiones macroscópicas observadas en los pulmones. 
b. Para  el  cultivo  del  pulmón,  se  procedió  a  quemar  la  superficie  (membrana 
serosa) de la porción de pulmón a analizar con una espátula incandescente.  
c. Se cortó, con una hoja de bisturí estéril, una pequeña muestra de 1 cm x 1cm 












































a. A  las  24  horas  de  incubación  se  observó  la morfología  de  las  colonias,  se 
seleccionaron  los  tipos  de  colonias  compatibles  con  los  descritos  para 
Mannheimia y Pasteurella (Figura 1). 
b. Las  colonias  seleccionadas  se  resembraron  en  placas  de  AS  Columbia  para 
aislarlas y obtenerlas en pureza y se incubaron a 37º C durante 24 horas. 
c. A dichas colonias se les aplicó la Tinción Gram y se observó al microscopio con 
objetivo  de  100X  y  aceite  de  inmersión  para  determinar  morfología 
bacteriana.  
d. Se  realizaron  las  pruebas  bioquímicas  para  determinar  la  presencia  de  las 
enzimas catalasa y oxidasa (Oxoid) y se comprobó  la presencia o ausencia de 
hemólisis agar sangre Columbia.  
e. Las  bacterias  seleccionadas  fueron  identificadas  mediante  pruebas 







Se  utilizaron  cepas  de  referencia  para  todos  los  procedimientos  realizados.  En  la 





utilizaron  también  cepas de  referencia de M. haemolytica  cedidas por el Dr. Robert 















NCTC 10609 A1 * NCTC HI 
CECT 924  A2  ATCC 29694 CECT 
IB, PCR‐lktA, PCR FV1, 2 y 3 
PCR IDMh‐Bt 
CECT 5941 A2 * NCTC HI 
PH278  A2 R. Davies IB 
PH50  A5 * R. Davies HI 
PH376  A6 R. Davies IB 
NCTC 10632 A6 * NCTC HI 
PH296  A7 * R. Davies HI 
NCTC 10634 A7 * NCTC HI 
PH56  A8 * R. Davies HI 
NCTC 10636 A8 * NCTC HI 
PH238  A9 * R. Davies HI 
NCTC 10638 A9 * NCTC HI 
PH346  A12 * R. Davies HI 
PH588  A13 * R. Davies HI 
PH66  A14 * R. Davies HI 
PH706  A16  *  R. Davies  HI 
S66  A17 * L. Fodor IB,HI 
Bibersteinia trehalosi
PH68  T3  NCTC 11550 R. Davies  IB, HI 
PH246  T4 NCTC 10626 R. Davies HI 
NCTC 10639 T4 NCTC HI 
NCTC 10641 T10 NCTC IB, HI 
PH254  T5 NCTC 10370 R. Davies IB, HI 
NCTC 10370 T15 NCTC HI, PCR IDMh‐Bt  
Mannheimia glucosida
PH344  A11 R. Davies IB, HI, PCR IDMh‐Bt, PCR FV2 
6179  A11 L. Fodor IB, HI 
NCTC 10642 A11 NCTC HI 
Pasteurella multocida
NCTC 10322 A  ATCC 43137 NCTC PCR‐CAP 
NCTC 10323 B  ATCC 43017 NCTC PCR‐CAP 
CECT 4325 D NCTC 12178 CECT PM‐PCR, PCR‐CAP, PCR‐FV 
NCTC 10326 E  ATCC 43020 NCTC PCR‐CAP 
C2040103 F  UCM PCR‐CAP 
*IB  (identificación  bioquímica),  HI  (Hemaglutinación  indirecta),  PM‐PCR  (PCR  de  identificación  de  P. 
multocida), PCR‐CAP (PCR serotipo capsular de P. multocida), PCR‐FV (PCR de factores de virulencia de P. 
multocida),  PCR  IDMh‐Bt  (PCR  de  identificación  de M.  haemolytica  y  B.  trehalosi),  PCR  lktA  (PCR  de 








Los  aislados  fueron  conservados  en  el medio  de  congelación  utilizando  el  sistema 
comercial  CRIOTECA®‐SKIM  MILK  (Microkit,  España).  Para  la  inoculación  de  las 
criotecas, se cogió una colonia de cada aislado y se resembró en agar sangre, se incubó 
a 37º C durante 24 horas.  




IV.5.1.  Pruebas  bioquímicas  (DIATABS)  para  la  identificación  de  aislados  de 
Mannheimia 
Las  colonias  clasificadas  como  posibles  Mannheimia  o  Bibersteinia  (TH)  fueron 
identificadas  con  las  tabletas  de  diagnóstico  bioquímico  DIATABS®  (ROSCO, 
Dinamarca). Se preparó una suspensión bacteriana con una turbidez de 4 en la escala 
de McFarland  a  partir  de  cultivos  en  agar  sangre  de  24  horas  de  incubación,  se  le 
adicionó una tableta en cada tubo conteniendo 0,25 ml de la suspensión, y se incubó a 
37ºC durante 24 horas. Las pruebas bioquímicas incluidas fueron las de: ODC (Ornitina 




Las  pruebas  se  evaluaron  como  positivas  o  negativas  de  acuerdo  al  color  de  la 
solución.  La  identificación  final  de  las  colonias  se  realizó  teniendo  en  cuenta  las 
características  bioquímicas  descritas  para  la  Familia  Pasteurellaceae  en  el  Bergey’s 



















Las colonias  sospechosas de  ser miembros del género Pasteurella  (clasificadas como 
BNH)  y  las  colonias  sospechosas  de  otras  bacterias  de  la  familia  Pasteurellaceae 
(clasificadas  como  TNH)  fueron  identificadas  mediante  el  sistema  automático  de 
identificación VITEK® (bioMérieux, España). Para ello, se utilizaron  las tarjetas VITEK® 

































































































M. haemolytica  +  +  +  +  ‐  + V  ‐  ‐  +  ‐  ‐  + + ‐  +  +  ‐ 
M. glucosida  +  V +  +  v  + +  + V  +  ‐  V + + ‐  +  +  ‐ 





V  ‐* V  V  ‐  + + + V  +  ‐  ‐ 
M. ruminalis  ‐  V +  +  ‐  V +  ‐  ‐  V  ‐  ‐  ‐ + ‐  +  V  ‐ 
M. granulomatis  ‐  ‐  +  +  V  ‐ V  + ‐  V  ‐  ‐  V + ‐  +  +  ‐ 





























descritas  por  el  autor  (ver  condiciones  en  Tabla  9)  (Dassanayake  et  al.,  2010).  Las 
concentraciones de los reactivos en el mix de PCR se describen en la Tabla 8. 
Los productos de la amplificación fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa 
al  1%  (Invitrogen,  EE.UU.)  teñido  con  SYBR  Safe  DNA  gel  stain  (10.0000X).  Las 








visualizaron  en  el  equipo  de UV  Safe  ImagerTM  (Invitrogen,  EE.UU.).  Las  imágenes 
fueron  obtenidas  utilizando  el  equipo  GENEFLASH  Syngene  Bio  Imaging  (TopoGEN, 





















condiciones  de  la  PCR  fueron  las  mismas  que  las  descritas  por  los  autores  (ver 
condiciones en Tabla 9)  (Townsend et al., 1998). Para realizar  la técnica se utilizó  los 
reactivos Amplitaq Gold DNA Polymerase 5U/ul with Gold buffer (Applied Biosystems) 
y  los dNTP’s GeneAmp dNTP blend  (Applied Biosystems). Las concentraciones de  los 
reactivos se describen en la Tabla 10. 
Los  productos  de  PCR  amplificados  fueron  sometidos  a  electroforesis  en  gel  de 
agarosa al 2% (Invitrogen, EE.UU.) teñido con SYBR Safe DNA gel stain gel (10.0000X). 



































457  AF016259  30  95/300  94/60  55/60  72/60  72/540 
(Townsend et 
al., 1998) 




266  AY839678  35  94/300  94/30  55/30  72/40  72/300 
(Dassanayake 
et al., 2010) 




143  AY702549  35  94/300  94/30  55/30  72/40  72/300 
(Dassanayake 
et al., 2010) 



























Las  reacciones  se  llevaron  a  cabo  en  un  termociclador Mastercycler®  ep  gradient  S 
(Eppendorf,  Reino  Unido).  Las  condiciones  de  la  PCR  fueron  un  paso  inicial  de 




El  ADN  amplificado  fue  purificado  utilizando  el  kit  GENECLEAN®  turbokit  (MP 
Biomedicals, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN purificado 















La biotipificación de  los aislados de P. multocida  se  realizó en  función a  los biotipos 
descritos por Fegan et al.,  (1995) y Blackall et al.,  (1997). Basada  fundamentalmente 
en  la  capacidad de  la bacteria de utilizar  el manitol, dulcitol, D‐sorbitol, D‐trealosa, 





del VITEK al momento de definir el biotipo  se  realizaron adicionalmente  las mismas 




y  para  la  prueba  de  indol  se  utilizó  el  Caldo  Indol  y  el  reactivo  de  Kovacs  (Sigma 
Aldrich).  Los  caldos  de  cultivo  Rojo  Fenol,  Indol  y Ornitina  Base  fueron  preparados 
según  las  instrucciones  del  fabricante,  dispensados  en  tubos  de  vidrio  de  5  ml  y 
autoclavados a 121ºC durante 15 minutos. Posteriormente se adicionó a cada tubo un 













1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  12  13  14 
Producción de ureasa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
ODC  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  ‐  ‐ 
Producción de acido a parir de: 
Arabinosa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Dulcitol  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Maltosa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Sorbitol  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  + 
Trealosa  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Xilosa  ‐  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  + 


















































































































































































































































IV.11.  DETERMINACIÓN  DEL  SEROTIPO  CAPSULAR  DE  AISLADOS  DEL  COMPLEJO 
MANNHEIMIA‐ BIBERSTEINIA POR HEMAGLUTINACIÓN INDIRECTA (HI) 




A16) de  la NTCC y  las proporcionadas por el Dr. Robert Davies  (Escocia), el  serotipo 
A17 fue proporcionado por el Dr. László Fodor (Hungría). 
La  técnica de hemaglutinación  indirecta se basa en  la utilización de eritrocitos como 





Para  la  técnica  de  HI  se  produjeron  sueros  con  anticuerpos  específicos  frente  al 
antígeno a evaluar por  inoculación en conejo. Se produjeron antisueros contra  los 12 
serotipos de M. haemolytica (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 y A17) y el 






























d. Diez  días  después  de  la  última  administración  del  preparado  antigénico,  se 
extrajo  la  sangre por punción de  la  arteria de  la oreja.  Los  animales  fueron 

























NCTC 10609  M. haemolytica  NCTC  A1  1/640  1/100 
CECT5941  M. haemolytica  CECT  A2  1/160  1/80 
PH50  M. haemolytica  R. Davies  A5  1/320  1/100 
NCTC10632  M. haemolytica  NCTC  A6  1/1280  1/200 
NCTC10634  M. haemolytica  NCTC  A7  1/160  1/80 
PH296  M. haemolytica  R. Davies  A7D  1/2160  1/200 
NCTC10636  M. haemolytica  NCTC  A8  1/160  1/80 
PH56  M. haemolytica  R. Davies  A8D  1/640  1/100 
NCTC10638  M. haemolytica  NCTC  A9  1/160  1/80 
PH238  M. haemolytica  R. Davies  A9D  1/2160  1/200 
NCTC10642  M. glucosida  NCTC  A11  1/5120  1/500 
PH346  M. haemolytica  R. Davies  A12  1/2160  1/200 
PH588  M. haemolytica  R. Davies  A13  1/2160  1/200 
PH66  M. haemolytica  R. Davies  A14  1/320  1/100 
PH706  M. haemolytica  R. Davies  A16  1/2160  1/200 






b. Se  inactivó  el  complemento  calentando  los  sueros  a  56º  C  en  baño maría 
durante 30 minutos. 
c. Los  sueros  extraídos  fueron  titulados  con  la  técnica  de  hemaglutinación 
indirecta. Los títulos de  los sueros obtenidos, así como,  la dilución de trabajo 
se describen en la tabla 14.  













utilizó para  titular  los  antisueros producidos  en  conejos, que posteriormente  serían 




Para  la  técnica  de  hemaglutinación  indirecta,  se  utilizaron  eritrocitos  de  carnero 











e. La  fijación  se  realizó  adicionando  lentamente  con  una  pipeta  los  eritrocitos 
gota a gota a la solución de glutaraldehído en igual volumen en baño de hielo 
con agitación vigorosa (Lam et al, 1974).  
f. La mezcla  de  eritrocitos  con  glutaraldehído  se  incubó  a  4º  C  durante  30’  y 
luego 30’ más con agitación ocasional durante el periodo de fijación. 
g. Los  eritrocitos  fijados  se  colectaron  por  centrifugación  a  3000  rpm  (650xg) 
durante 10’ a 25º C y se lavaron 10 veces con una solución de NaCl 0.15M por 










Los  eritrocitos  fijados  con  glutaraldehído  son de  color  rojo brilloso  inmediatamente 




a. Se  sembró una placa de AS Columbia  con  la bacteria  a  evaluar  y  se  incubó 
durante 18 horas a 37º C.  
b. Se cogió una única colonia de la superficie del agar y se resuspendió en 1 ml de 


























d. La última dilución  en  la  cual ocurrió hemaglutinación  se  consideró  el punto 
final y se expresó el titulo de acuerdo a esto. 
◊ Se  consideró  una  muestra  POSITIVA  cuando  los  eritrocitos  habían 
aglutinado y estaban  distribuidos de manera homogénea. 








































  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
A                         
B                         
C                         
D                         
E                         
F                         
G                         
H                         
  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12 
A                         
B                         
C                         
D                         
E                         
F                         
G                         





PASO  5:  Agregar  25ul  de  eritrocitos  sensibilizados  a  los 
pocillos del 1A – 11A 
PASO  1:  Agregar  a 
los  pocillos  del  2A  ‐ 
10A  25ul  de  una 




















de  suero  de  conejo 
control al pocillo 11A 
PASO  6:  Añadir  25ul  de 
eritrocitos SIN SENSIBILIZAR 
al pocillo 12A 

































Los  productos  de  la  PCR  fueron  visualizados  mediante  la  electroforesis  en  gel  de 
agarosa al 1% en TAE 10X teñido con SYBR Safe DNA stain gel (10.0000X) (10ul/100ml), 
a  90V  durante  50 minutos.  Los  geles  se  visualizaron  en  el  transiluminador UV  Safe 
ImagerTM  (Invitrogen,  EE.UU.).  Las  imágenes  fueron  obtenidas  utilizando  el  equipo 
GENEFLASH  Syngene  Bio  Imaging  (TopoGEN,  Port Orange,  Florida).  Se  identificaron 
como  positivas  las  muestras  que  presentaron  productos  de  PCR  de  1045  bp.  Se 





















Se  analizaron quince  genes  asociados a  la  virulencia  (adhes,  fhaC, gcp, hf,  irp,  lpsA, 
nanH, pilA, plpD, pomA, sodA, sodC,  tbpA,  tbpB y  tonB) en cepas de M. haemolytica 
(Tabla  16)  (Highlander,  2001;  Ewers,  2006).  Los  genes  fueron  agrupados  en  tres 




fueron  optimizados  para  ser  utilizados  en  PCR’s  múltiples.  Para  el  diseño  de  los 
cebadores  se  realizó  un  alineamiento múltiple  de  todas  las  secuencias  disponibles, 
para  cada  uno  de  los  genes,  con  el  programa  Vector NTI®  11 Advance  (Invitrogen, 























Gen  Proteína que codifica  Función  PCR 


























































1145  M24197  30  94/60  94/60  55/60  72/60  72/600 
(Fisher et al., 




310  AF133259  25  94/240  94/30  58/45  68/210  72/600 
(Ewers, 




912  U15958  25  94/240  94/30  58/45  68/210  72/600 
(Ewers, 




1025  AY028475  25  94/240  94/30  58/45  68/210  72/600 
(Ewers, 




624  L47537  25  94/240  94/30  58/45  68/210  72/600 
(Ewers, 




230  U59225  25  94/240  94/30  58/45  68/210  72/600 
(Ewers, 




660  EF215852  30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio




504  U62565  30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio







30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio




285  DQ680193  30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio




1221  DQ680199  30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio 































1046  AY850246  30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio 




933  AY850256  30  94/180  94/40  55/60  72/120  72/600  Este estudio 







30  94/180  94/30  56/40  72/60  72/600  Este estudio 







30  94/180  94/30  56/40  72/60  72/600  Este estudio 







30  94/180  94/30  56/40  72/60  72/600  Este estudio 
PILA‐REV  CCGTAATCACGCCTTTTGTT  20  328‐309 






30  94/180  94/30  56/40  72/60  72/600  Este estudio 
ADHES‐REV  AGGTCATCCGGCAACTACAC  20  904‐885 






30  94/180  94/30  56/40  72/60  72/600  Este estudio 
HF‐REV  GCGAGTGTGGGCGTATTTAT  20  2985‐2966 















Concentración  Volumen (ul)  Concentración  Volumen (ul)  Concentración  Volumen (ul) 
Agua MiliQ estéril  Ultrapura  13,5  Ultrapura  9,1  Ultrapura  11 
Tampón de PCR + 
MgCl2 
1 X/2mM  2.5  1 X/2mM  2,5  1 X/2mM  2,5 
dNTP’s  10 mM  1  10 mM  1,7  10 mM  1 
5 Cebadores (F) c/u  5 uM  0.5  5 uM  0,6/1,2  5 uM  0,5/1 
5 Cebadores (R) c/u  5 uM  0.5  5 uM  06/1,2  5 uM  0,5/1 
Taq polimerasa  1 U/ul  0.5  5 U/ul  0,4  1 U/ul  0,5 
ADN muestra  0.5 ul  2,5  0.5 ul  2  0.5 ul  3 













En  un  segundo  paso  los  aislados  que  dieron  negativo  al  gen  tbpB  fueron 
posteriormente  analizados  con  una  PCR múltiple  que  incluyó  los  cebadores 
TBPB2 Y TBPB3. 





3. FV3‐PCR: se utilizó para estudiar  los genes  lpsA, plpD, pilA, MHA_0866  (hf) y 






Un  primer  paso  de  estandarización  de  las  PCR múltiples  se  llevó  a  cabo  utilizando 
todas  las  cepas  de  referencia  descritas  en  este  estudio.  Los  productos  obtenidos 




El  tipo capsular de  los aislados de P. multocida se determinó mediante  la  técnica de 
PCR  múltiple  descrita  por  Townsend  et  al.  (2001),  utilizando  pares  de  cebadores 
específicos  para  cada  tipo  capsular  (capA,  capB,  capD,  capE  y  capF),  con  la  única 
modificación de que los cebadores para la PM‐PCR no fueron incluidos en la mezcla de 
reacción de PCR.  









genes  amplificados  fueron  sometidos  a  electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  1,5% 
(Invitrogen,  EE.UU.)  a  90V marcadas  con  SYBR  Safe DNA  gel  stain  (10.0000X),  y  se 
visualizaron  en  el  equipo  de UV  Safe  ImagerTM  (Invitrogen,  EE.UU.).  Las  imágenes 
fueron  obtenidas  utilizando  el  equipo  GENEFLASH  Syngene  Bio  Imaging  (TopoGEN, 
Port Orange, Florida). 
Se utilizaron como controles positivos las cepas de referencia de cada uno de los tipos 




















































CAPA‐FWD  TGCCAAAATCGCAGTCAG  18  hyaD‐
hyaC 
8846–8863 
1046  AF067175  30  95/180  95/30  54/60  72/90  72/300 
(Townsend et 




759  AF169324  30  95/180  95/30  54/30  72/90  72/300 
(Townsend et 




648  AF302465  30  95/180  95/30  54/30  72/90  72/300 
(Townsend et 




514  AF302466  30  95/180  95/30  54/30  72/90  72/300 
(Townsend et 
al., 2001) 




852  AF302467  30  95/180  95/30  54/30  72/90  72/300 
(Townsend et 




865  AF240778  30  95/300  94/45  54/50  72/50  72/600 
(Lichtensteiger 




728  AY007725  30  95/300  94/45  54/50  72/50  72/600 
(Ewers et al., 
2006) 




500  AE004439  30  95/300  94/45  54/50  72/50  72/600 
(Atashpaz et 




276  AY035342  30  95/300  94/45  54/50  72/50  72/600 
(Ewers et al., 





























IV.15.1.  Determinación  de  la  sensibilidad  a  los  antimicrobianos  de  aislados  de 
Mannheimia‐Bibersteinia 
Se evaluó el perfil de  resistencia a  los antimicrobianos mediante  la  técnica del disco 
difusión  (Método  de  Kirby  Bauer).  La  técnica  se  llevo  a  cabo  siguiendo  las 
recomendaciones  de  la  norma  del  Instituto  de  Estándares  clínicos  y  de  Laboratorio 
(CLSI  por  sus  siglas  en  inglés  “Clinical  and  Laboratory  Standards  Institute”; 

























IV.15.2.  Determinación  de  la  sensibilidad  a  los  antimicrobianos  de  aislados  de  P. 
multocida 
La  susceptibilidad  a  los  antibióticos  de  las  cepas  de  P. multocida  fue  determinada 
utilizando  la  técnica  de  medición  de  la  Concentración  Mínima  Inhibitoria  (CMI) 
mediante  la  técnica  de microdilución  en  caldo,  utilizando  el  Sistema  estandarizado 
Sensititre® BOPO6F (Trek Diagnostic, Inglaterra). El sistema Sensititre es un preparado 
comercial de microtitulación en paneles de 96 pocillos tapizados con antimicrobianos 





































Los  valores  utilizados  como  puntos  de  corte  para  la  lectura  de  las  placas,  para  los 
antibióticos  ceftiofur,  tiamulina,  clortetraciclina,  gentamicina,  florfenicol, 
oxitetraciclina,  penicilina,  ampicilina,  danofloxacina,  sulfadimetoxina,  neomicina, 
sulfametoxazol‐trimetoprim, espectinomicina,  tilmicosina  y  enrofloxacina,  fueron  los 
recomendados por el CLSI (CLSI, 2008). Para tulatromicina, el valor de punto de corte 
utilizado  fue  el  previamente  reportado  por  Godinho  (2008)  para  otros  patógenos 
respiratorios  aislados  de  las  especies  bovina  y  porcina  (Godinho,  2008).  Para  la 
clindamicina,  y el  tartrato de  tilosina, no hay  valores de punto de  corte disponibles 

















de  Histopatología  y  Anatomía  Patológica  del  Hospital  Clínico  Veterinario  de  la 
Universidad Complutense de Madrid. Las muestras fueron fijadas en formol al 10%, se 





cual  se preparó una  ficha donde  se anotó el área del  lóbulo pulmonar afectado. Se 
estandarizó una técnica de evaluación de  los pulmones utilizando el modelo descrito 
por  Piffer  y  Brito  (1991)  en  cerdos.  Para  ello,  los  lóbulos  pulmonares  fueron 
identificados  con  sus  respectivas  abreviaturas,  apical  derecho  (AD),  apical  izquierdo 




anotó  el  peso  de  cada  uno  de  ellos  y  se  halló  el  promedio  del  peso  para  los  3 
pulmones. Posteriormente,  se  seccionó  cada  lóbulo por  la  fisura de unión existente 
















































En el modelo elaborado para  los  cerdos,  se  le otorga una puntuación del 0  al 4 de 






















AD  CD  DD  AI  CI  DI  I 
0  0  0  0  0  0  0  0 
1  1,38  1,25  4,38  0,88  0,75  3,38  0,50 
2  4,13  3,75  13,13  2,63  2,25  10,13  1,50 
3  6,93  6,30  22,05  4,41  3,78  17,01  2,52 
















Los  datos  fueron  analizados  utilizando  los  programas  estadísticos  SPSS  17.0  para 







































Mannheimia  haemolytica,  Pasteurella  multocida  y  Bibersteinia  trehalosi  son 
considerados  los  miembros  más  importantes  de  la  familia  Pasteurellaceae  que 
ocasionan  grandes  pérdidas  a  la  industria  ganadera.  Estas  especies  son  parte  de  la 
microbiota  normal  de  la  nasofaringe  de  los  rumiantes  y  son  capaces  de  causar 
enfermedad  cuando  los  mecanismos  de  defensa  del  organismo  se  encuentran 
alterados. El objetivo del presente trabajo fue la tipificación fenotípica y genotípica de 




En  total  se  obtuvieron  263  pulmones  de  corderos,  de  entre  4  y  5 meses  de  edad, 
durante  las ocho visitas  realizadas a  tres mataderos de  la Comunidad de Madrid. El 
total de muestras por matadero  y  la procedencia de  las mismas  se describen  en  la 
Tabla  28.  Las  visitas  realizadas  a  los mataderos  se  realizaron  durante  los meses  de 
invierno y primavera de los años 2008 y 2009. 
Los  tres  mataderos  visitados  recibían  corderos  provenientes  de  explotaciones  de 
ovinos de  las Comunidades Autónomas de Madrid y Extremadura. Cabe resaltar, que 
en  la  Comunidad  Autónoma  de  Extremadura  se  concentra  la  mayor  cantidad  de 
cabezas de ganado ovino de todo el territorio español (MARM, 2009). 
En algunos casos, no se logró obtener el tamaño de muestra previsto por muestreo (30 
pulmones)  debido  al  manejo  del  matadero.  Sin  embargo,  en  la  mayoría  de  los 
muestreos  el  tamaño  de  muestra  sobrepasó  los  30  pulmones.  En  relación  a  la 
proporción de pulmones con y sin lesiones neumónicas, en la mayoría de las visitas la 
frecuencia  de  pulmones  que  presentaban  lesiones macroscópicas  compatibles  con 
neumonía  fue  alta,  dificultando  la  recogida  de muestras  de  pulmones  sin  lesiones 
neumónicas.  En  total  se  recogieron 263 pulmones,  el 57,4%  (151/263)  con  lesiones 






















1  45  9  36  Madrid Norte  18/02/2008  Invierno  45  Badajoz 
2  52  27  25  Madrid Norte  02/04/2008  Primavera  52  Badajoz 
3  30  14  16  Colmenar Viejo  20/05/2008  Primavera 
16  Cáceres  Monroy 
14  Cáceres  Torrejón el Rubio 
4  30  20  10  Colmenar Viejo  18/06/2008  Primavera  30  Cáceres  Serradilla 







6  31  16  15  Colmenar Viejo  03/03/2009  Invierno  31  Cáceres 
Trujillo,
Monroy 
7  40  37  3  Getafe  11/03/2009  Invierno 
20  Madrid  Fuenlabrada 
20  Madrid  Fuenlabrada 









Las  lesiones  neumónicas  típicas  de  la  pasteurelosis  neumónica  son  las  de  una 
bronconeumonía,  caracterizada  macroscópicamente  por  la  consolidación  de  los 
lóbulos  pulmonares  cráneoventrales  (López,  2007).  Las  lesiones  neumónicas  en 
nuestro  estudio  se  definieron  por  la  observación  de  lesiones  macroscópicas  de 




las  lesiones  (Figura  6).  En  algunos pulmones  se observó  la presencia  abscesos  y de 
exudado purulento en los bronquios de la zona consolidada (Figura 7). La presencia de 
edema también fue una característica común (Figura 8). 
Las  lesiones observadas en  los pulmones analizados son similares a  las descritas por 
otros  autores  en  la  pasteurelosis  neumónica  (Thomson,  1974;  Friend  et  al.,  1977; 
Gibbs et al., 1984; Jones et al., 1997; Lopez, 2001; Oruc, 2006; Sheehan et al., 2007). 
Estos  autores  describen  una  bronconeumonía  fibrinosa,  que  llega  a  ser 
fibrinopurulenta en  casos de neumonías  subagudas y  crónicas, y que pueden  incluir 





pulmón de  los  rumiantes donde  se observa  la existencia de un  “bronquio  traqueal” 
(Sheehan et al., 2007) que sale de la tráquea antes de la bifurcación de la misma en los 
dos bronquios principales. Este bronquio  ingresa directamente en el  lóbulo  craneal. 
Los microorganismos al ser parte de  la microbiota de  la nasofaringe desciendan con 
frecuencia  hacia  el  tracto  respiratorio  inferior  albergándose  en  ésta  zona  que  por 
ubicación es  la primera en  la que  ingresan. Además, el patrón de flujo de aire que se 
































En  relación  a  la  cuantificación  de  la  severidad  de  la  lesión  pulmonar  observada,  se 
obtuvo  una  puntuación  para  cada  pulmón  siguiendo  la  metodología  descrita  (ver 
punto IV.17). En  la Tabla 29 se muestran  los resultados de  la cuantificación del grado 
de consolidación pulmonar. El 42,6% de los pulmones correspondían a la categoría “0” 
de grado de consolidación, es decir, pulmones sin lesiones neumónicas macroscópicas. 












0  (0)  112   42,6 
1  (0,1 a 20)  107   40,7 
2  (20,1 a 40)  27   10,3 
3  (40,1 a 60)  13   4,9 
4  (60,1 a 80)  2    0,8 
5  (80,1 a 100)  2   0,8 
Total    263  100 
 
En la Figura 9 se muestran las puntuaciones de consolidación pulmonar obtenidos para 
cada  pulmón  y  su  distribución  de  acuerdo  al muestreo  realizado  y  al  crecimiento 
bacteriano  de  la  familia  Pasteurellaceae.  En  los  pulmones  donde  se  aisló  algún 
miembro  de  la  familia  Pasteurellaceae  se  observaron  medianas  de  puntación  de 
consolidación  pulmonar más  altas  en  comparación  con  los  pulmones  donde  no  se 
aislaron.  Los muestreos  3  y  7  fueron  los  que  presentaron mayores  porcentajes  de 
consolidación pulmonar.  
Es  difícil  comparar  el  grado  de  lesión  neumónica  en  pulmones  de  cordero  entre 
estudios  diferentes  porque  las  técnicas  para  anotar  el  grado  de  extensión  de  las 















sacrificados  en  tres  categorías:  1)  no  neumonía,  2)  ligera  neumonía  (<10%  de  las 
superficie pulmonar afectada) y 3) moderada a severa (≥ 10% de superficie pulmonar 
afectada).  
En  nuestro  estudio  hemos  adaptado  el  sistema  de  puntuación  descrito  en  porcino 
(Morrison et al., 1985; Piffer y Brito, 1991) para determinar el grado de consolidación 
observada en los pulmones de cordero estudiados. El sistema utilizado en este estudio 






al.,  2004;  Daniel  et  al.,  2006).  En  un  estudio  realizado  por  Luzon  et  al.,  (1999)  se 
encontró  que  la  presencia  de  lesiones  no  siempre  se  asocia  a  índices  productivos 
disminuidos, estando más bien asociado a la intensidad de las lesiones neumónicas  
En  nuestro  análisis  de  la  severidad  de  las  lesiones  pulmonares,  observamos  que  la 




Resultó  difícil  obtener  igual  cantidad  de  muestras  de  corderos  con  lesiones 
neumónicas  y  sin  lesiones  neumónicas,  independientemente  de  la  procedencia, 
debido a que  la mayoría de  los corderos sacrificados en  los mataderos muestreados 
presentaron  algún  tipo  de  lesión  neumónica  observable  después  del  sacrificio.  Esto 
podría ser indicativo de la importancia de la neumonía en la crianza ovina en España o, 
al  menos,  en  las  zonas  de  procedencia  de  los  corderos  sacrificados  en  los  tres 
mataderos del estudio, las Comunidades Autónomas de Extremadura y Madrid.  














Algunos  de  los  pulmones  en  los  que  se  observaron  lesiones  neumónicas 
macroscópicas de  cada muestreo  se  seleccionaron para el análisis histológico de  las 
lesiones.  Histológicamente,  los  pulmones  con  lesiones  neumónicas  presentaron 
lesiones  compatibles  con  una  bronconeumonía  supurativa  crónica.  Los  alveolos, 
bronquiolos  y  pequeños  bronquios  presentan  exudado  inflamatorio  que 
progresivamente  oblitera  el  espacio  del  aire  y  como  consecuencia  impide  el 
intercambio gaseoso (Figura 10). 
Generalmente  se  describe  la  neumonía  originada  por  M.  haemolytica  como  una 
bronconeumonía  fibrinosa o  fibrinosupurativa, a veces necrotizante, mientras que  la 
neumonía producida por P. multocida se describe como bronconeumonía supurativa 
(López, 2007). En  realidad el  tipo de bronconeumonía,  supurativa o  fibrinosa,  viene 






presencia  de  células  mononucleares.  En  la  bronconeumonía  supurativa  crónica 
también  es  un  componente  importante  la  hiperplasia  de  las  células  caliciformes 
(Figura 10). El exudado varía de mucopurulento a mucoide dependiendo de la porción 








Figura  10:  Bronconeumonía  supurativa  (H&E).  20X.  Exudado  en  la  luz  bronquiolar  con 
predominancia  de  PMN  y  macrófagos.  También  pueden  observarse  detritus  celulares, 
eritrocitos extravasados y edema. Hiperplasia de células caliciformes. 
 
Figura  11:  Hiperplasia  de  tejido  linfoide  peribronquiolar  (H&E).  A).  2X.  Activación  de  tejido 
linfoide  asociado  a  bronquios  (BALT),  abundante  infiltración  de  linfocitos  en  septos 









Figura  12:  Bronquiolitis  obliterante  (tinción  de  Masson).  A)  2X.  Observesé  la  abundante 
infiltracion de  tejido  conectivo  (teñido de azul) en el parenquima pulmonar,  lo que  indica  la 













No  se observó microscópicamente  la  imagen de  la  típica bronconeumonía  fibrinosa 
característica  de  la  pasteurelosis  neumónica  aguda.  Es  difícil  que  los  animales 
sacrificados en matadero presenten lesiones compatibles con un proceso febril agudo 
y  es más  lógico  pensar  que  las  lesiones  detectadas  se  corresponden  con  procesos 
crónicos  y  secuelas  de  los  procesos  inflamatorios  agudos.  A  diferencia  de  la 
bronconeumonía supurativa, la fibrinosa raramente se resuelve completamente y deja 
secuelas en  forma de  fibrosis y adherencias pleurales  (López, 2007). La  secuela más 
común  es  la  bronquiolitis  obliterante,  en  la  que  el  exudado  organizado  aparece 
adherido  al  lumen  bronquiolar.  Lesiones  correspondientes  a  distintos  grados  de 
fibrosis y a bronquiolitis obliterante sí se observaron en algunas muestras (Figura 12). 
La  lesión  considerada  más  característica  de  M.  haemolytica  es  una  necrosis  de 
coagulación  rodeado  por  una  capa  densa  de  leucocitos.  Se  observó  en  algunas 
muestras  la  presencia  de  focos  de  necrosis  dentro  del  tejido  rodeado  de  una 
abundante  infiltración  de  células  de  tipo  inflamatorias  como  polimorfonucleares  y 
macrófagos (Figura 13). Estas lesiones han sido observadas también por otros autores 
(Oruc,  2006).  Esta  característica  aunque  no  es  exclusiva  de  infecciones  por  M. 
haemolytica, puede explicarse por la presencia de la leucotoxina en cepas del genero 
Mannheimia.  Esta  proteína  es  una  toxina  citolítica  que  afecta  principalmente  a  los 
leucocitos de rumiantes. Cuando es liberada la leucotoxina estimula la proliferación de 








sospechosas  de  pertenecer  a  la  Familia  Pasteurellaceae  en  función  de  las 








pruebas  bioquímicas  de  la  catalasa  y  oxidasa,  se  clasificaron  en  tres  tipos 
morfológicos: 











produjeron  hemólisis  en  el  agar  sangre  Columbia  (Figura  15),  bacilos  o 
cocobacilos gram negativos, positivas a las pruebas catalasa y oxidasa, se tomaron 
como  colonias  sospechosas de P. multocida. Se  tomó una  colonia por muestra, 















de  un  total  de  170  pulmones  (Tabla  30).  El  77,95%  (470/603)  de  las  colonias  se 


















hisopos  de  la  cavidad  nasal  de  animales  sanos  (Biberstein  y  Thompson,  1966; 
Biberstein et al., 1970; Al‐Tarazi y Dagnall, 1997). En casos de animales con signos de 
neumonía,  tanto  en  bovinos  como  en  ovinos,  M.  haemolytica  y  P.  multocida  se 










Nº  %  1 col. 2 col.  3 col.  ≥4 col.  Total 
TH (posible Mannheimia‐Bibersteinia)  470  77,95 19  24  10  89  141 
BNH (posible Pasteurella multocida)  95  15,75 77  6  2  0  85 
TNH (posible otras Pasteurellaceae)  38  6,30  38  0  0  0  38 
TOTAL  603  100          170 
* Todas las colonias fueron bacilos o cocobacilos gram negativos, catalasa y oxidasa positivas. 
 
Las  variaciones  encontradas  en  la  frecuencia  de  aislamiento  con  otros  estudios 



















total  de  470  obtenidos,  para  su  identificación  mediante  pruebas  bioquímicas.  Se 
seleccionaron dos colonias por pulmón excepto en los pulmones en los que se obtuvo 
una única colonia TH. En la Tabla 31 se muestran los resultados de la identificación. De 

















  Mannheimia haemolytica  236  91,8 
  Mannheimia sp.  6  2,3 
  Mannheimia varigena  2  0,8 



















la prueba del sorbitol 59,5%  (138/232) y D‐xilosa 8,9%  (19/232),  lo que difiere de  la 
mayoría de publicaciones donde se afirma que la mayoría de cepas de M. haemolytica 
son positivas a ambas pruebas (Tabla 32).  
El  porcentaje  de  positivos  a  las  diferentes  pruebas  bioquímicas  del  género  M. 






























Hemólisis  +  +  +  +  +  +  +  ‐  V [5] 
Esculina  ‐  V[1]  +  V [5]c  ‐  +  ‐  ‐  V [4] 
α‐Fucosidasa 
(ONPF) 
+  V[231]  +  V [8]  ‐  ‐  ‐  +  V [9] 
β‐Galactosidasa 
(ONPG) 
V [2]  V [231] +  +  +  ‐  +  +  V [14] 
β‐Glucosidasa 
(NPG) 
‐  ‐  +  +  ‐  +  ‐  ‐  V [5] 
ODC  ‐  V[2]  ‐  V [5]  ‐  ‐  +  ‐  V [1] 
Trealosa  ‐  ‐  ‐  V[1]  ‐  +  +  ‐  V [1] 
L‐Arabinosa  ‐  ‐  ‐  V [1]  +  ‐  ‐  ‐  V [2] 
D‐Xilosa  ‐  V [18]  ‐  V[7]  +  ‐  ‐  ‐  V [1] 
Manosa  +  V [235] +  +  +  +  +  +  V [10] 
Ramnosa  ‐  ‐  ‐  ‐  +  V [1]  ‐  ‐  ‐ 
Manitol  V [3]  V [220] V [1]  +  +  V [1]  +  +  V [7] 
Sorbitol  V [1]  V [140] ‐  V [5]  +  ‐  ‐  V [2]  V [3] 
Ureasa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
*. Cepas patrón utilizadas como control de las tabletas DIATABS: A2 (PH278) Davies, A2 Fodor, A6 (PH376) 
Davies, A11 Davies, A11 Fodor, A17 Fodor, T3 (PH68) Davies, T15 Fodor, y T10 (PH252) Davies. a. Todos los 
aislados  fueron  cocobacilos  gram  negativos,  catalasa  positivos,  oxidasa  positivos,  hemolíticos  y  solo 




tanto  fenotípica  como  genéticamente.  El  uso  de  pruebas  comerciales  (API  y RapID) 






al., 1986;  Salmon  et al., 1993).  Sin  embargo, estas  investigaciones no  consideran  la 
heterogeneidad  fenotípica  y  genotípica  del  complejo  P.  haemolytica.  El  sistema 
estandarizado  de  identificación  API,  considera  en  su  base  de  datos  a  la  antes 





Posteriormente  a  la  reclasificación del  complejo P. haemolytica  en el nuevo  género 
Mannheimia, Angen et al. 2002, describieron un método de caracterización fenotípica 
utilizando  las  tabletas  de  diagnóstico  DIATABS®,  el  cual  fue  útil  para  clasificar  una 
colección  de  aislados  de  campo  obtenidos  en  Dinamarca  (Angen  et  al.,  2002).  Las 
tabletas DIATABS® también han sido utilizadas por otros  investigadores con el mismo 
objetivo  mostrando  resultados  aceptables.  Aunque,  tiene  como  dificultad  algunas 
variaciones observadas en función a la densidad del inóculo, si es ligeramente menos o 
más  denso  se  pueden  observar  reacciones  negativas  que  dificultan  aún  más  el 
diagnóstico (Angen et al., 2002).  
En nuestro trabajo, hemos  logrado  identificar hasta el nivel de especie  la mayoría de 
los  aislados  evaluados  con  este  sistema.  La mayoría  de  aislados  de M.  haemolytica 
fueron negativas a la D‐xilosa, contrario a lo descrito para esta bacteria (Mutters et al., 





tabletas debe  ser de 4  en  la  escala de McFarland,  sin  embargo, Angen  et al. 2002, 











Manual Bergey’s  (Mutters  et  al.,  2005). Alexander  et  al.  2008, describieron  que  los 
aislados de M. haemolytica tienen la capacidad de fermentar manosa (Alexander et al., 
2008), dato  corroborado por nuestro  estudio, donde  todos nuestros  aislados de M. 
haemolytica, excepto uno, fermentaron este carbohidrato. Sin embargo, en el estudio 
realizado por Blackall et al. 2007, se describe que los aislados del género Mannheimia 
no  producen  ácido  a  partir  de  D‐manosa,  lo  contrario  sucede  con  el  género 
Bibersteinia que sí lo producen (Blackall et al., 2007).  
Angen  et al.  2002,  encontraron que  el  100% de  aislados de M.  haemolytica  fueron 
positivos  a  la  prueba  de  la  manosa  (D‐manosa)  realizada  con  tabletas  DIATABS® 
(Angen et al., 2002). Aunque, un estudio realizado por ellos mismos detectó que todos 
los aislados de Mannheimia  fueron negativos a  la prueba de  la D‐manosa cuando se 
realizó  la prueba utilizando el método tradicional en caldo, por  lo que  las diferencias 
en  los  resultados  podrían  estar  relacionadas  con  el  método  que  se  utiliza  para 
observar las reacciones (Angen et al., 1997a).  
La capacidad de crecer en Agar Mac Conkey también fue una característica variable en 





descarboxilación  de  la  ornitina.  El  biovar  1  es  ODC  positivo  y  es  frecuentemente 
aislado de bovinos, mientras que  el biovar 2  es ODC negativo  y  es  frecuentemente 
aislado de porcinos, y ambos han  sido asociados a neumonía  (Angen et al., 1999a). 
Llama  la  atención,  que  en  nuestro  estudios  los  dos  únicos  aislados  de M.  varigena 








Las  pequeñas  variaciones  encontradas  en  otras  pruebas  bioquímicas  realizadas 
también han sido descritas por otros autores (Angen et al., 1999a) y parecen ser parte 
de la diversidad existente dentro de este nuevo género. 
Adicionalmente  a  las  variaciones  en  las  características  fenotípicas  observadas  en 
nuestro estudio, hemos podido encontrar que existen variaciones en los resultados de 
las diversas características que definen al género Mannheimia en otros estudios. Es así 
que, en  relación a  la capacidad de  la bacteria de  fermentar arabinosa  (característica 
que originalmente ayudaba a la clasificación de P. haemolytica en los biotipos A y T) la 














Estas  variaciones  en  los  resultados  de  pruebas  bioquímicas  para  identificar 
microorganismos del complejo M‐B revelan que existe una gran diversidad fenotípica 
en  estos  géneros.  Existen  en  el  mercado  diversas  técnicas  estandarizadas  para 
identificar microorganismos, sin embargo ninguna de ellas nos da un resultado certero 
de  la  identificación  específica  de  bacterias  del  Complejo  M‐B.  A  pesar  de  las 
variaciones encontradas, la utilización de DIATABS® (con las modificaciones en cuanto 











como  TNH),  se  identificaron  con  las  tarjetas  VITEK®  2GN.  Los  resultados  de  la 











Nº  %  Nº  %  Nº  % 
Pasteurella multocida 60 63,16 9 23,68 69 51,88 
Pasteurella canis  3  3,16  0  0,0  3  2,26 
Sphingomonas paucimobilis  2  2,11  4  10,53  6  4,51 
Baja discriminación  19  20,0  2  5,26  21  15,79 
Mannheimia haemolytica  2  2,11  18  47,36  20  15,04 
Actinobacillus/Mannheimia  0  0,0  1  2,63  1  0,75 
Otras bacterias  5  5,26  2 5,26  7  5,26 
No identificado  4  4,21  2  5,26  6  4,51 
 
Estudios  de  caracterización  fenotípica  de  aislados  de  P. multocida  se  han  llevado  a 
cabo a menudo, utilizando métodos convencionales o el sistema API. Sin embargo,  la 
identificación  de  estos microorganismos  utilizando  este  sistema  ha  demostrado  ser 
poco confiable (Boot et al., 2004; Vera Lizarazo et al., 2008; García, 2009). 
No existen muchos estudios en  los que se utilice el sistema VITEK® como sistema de 
identificación de P. multocida. Las variaciones encontradas en  la  identificación de  los 
aislados  de  P.  multocida,  se  definen  en  función  al  resultado  obtenido.  Todos  los 
aislados  clasificados  por  el  sistema  VITEK®  como  de  “baja  discriminación”  fueron 




















Marcador  de  peso  molecular  Sigma  Aldrich  (3000  bp),  línea  2:  Control  Positivo  de  M. 
haemolytica  (CECT924)  266bp,  línea  3:  control  positivo  de  B.  trehalosi  (NCTC10370)  143bp, 
línea 4: control negativo, líneas 5‐19: aislados sospechosos del complejo M‐B. 
 
Se  identificaron como M. haemolytica el 99,8%  (487/488) de  los aislados  (Tabla 34): 
todos  los aislados pertenecientes a alguna especie del género Mannheimia y  los 213 
que  se  habían  clasificado  como  colonias  tipo  TH  en  los  que  no  se  realizó  la 














Actualmente se han diseñado  técnicas de PCR convencional para  la  identificación de 
aislados de los géneros Mannheimia y Bibersteinia hasta nivel de especie (Alexander et 
al., 2008; Angen et al., 2009; Deressa et al., 2010) y PCR en tiempo real (Guenther et 
al.,  2008).  Sin  embargo,  no  está  comprobada  la  reproductibilidad  y  fiabilidad  de 




































  Bibersteinia trehalosi  1  0  1 
  Mannheimia glucosida  11  11  0 
  Mannheimia haemolytica  236  236  0 
  Mannheimia sp.  6  6  0 
  Mannheimia varigena  2  2  0 
  No identificadas bioqca.  213  213  0 
  VITEK®   
BNH  Mannheimia haemolytica  2  2  0 
TNH  Mannheimia haemolyticaa  16  16  0 
  Actinobacillus/Mannheimia  1  1  0 






BNH‐TNH  Pasteurella multocida  69  69  0 
  Pasteurella canis  3  3  0 
  Sphingomonas paucimobilis  6  1  5 
  Baja discriminación  21  14  7 
  Mannheimia haemolytica  20  0  20 
  Actinobacillus/Mannheimia  1  0  1 
  Otras bacterias  7  0  7 
  No identificado  6  0  6 
Total    133  87  46 










Tres aislados  identificados como P. canis por el sistema VITEK®  fueron positivos a  la 
PCR de identificación especifica de P. multocida. Estos resultados de reacción cruzada 
con aislados de P. canis ya se han reportado en otras investigaciones, incluyendo en la 
investigación  de  Townsend  et  al.  1998,  quienes  diseñaron  la  PCR  de  identificación 













P. multocida/ P. canis  72  0  72 
Baja discriminación  14  7  21 
Otras bacterias  1  39  40 
*Kappa 0.313; IC 95%  0.212‐0.415. 
 
Christensen et al.  (2004)  investigaron  las  relaciones genotípicas entre aislados de P. 
multocida  y  aislados  con  características  fenotípicas  atípicas  obtenidos  de  casos  de 
neumonía  en  bovinos,  previamente  clasificados  como  P.  avium  biovar  2  y  P.  canis 
biovar  2  y  que  fueron  positivas  a  la  PCR  de  identificación  especie‐especifica  de  P. 














V.7.1.  Identificación  por  secuenciación  del  16S  ARNr  de  aislados  del  Complejo 
Mannheimia‐Bibersteinia. 
La  identificación mediante  la  detección  y  secuenciación  del  16S  ARN  ribosomal  se 
realizó  en  24  aislados  del  complejo  M‐B  en  los  que  no  se  había  obtenido  una 
identificación  concluyente por  los  sistemas de  identificación bioquímica DIATABS®  y 
VITEK®.  Se  identificaron:  7  aislados  no  hemolíticos  (TNH)  identificados  como  M. 
ruminalis  por DIATABS®  y  como M.  haemolytica  por  VITEK®,  7  aislados  hemolíticos 
(TH) en los que no se llegó a nivel de especie por DIATABS® (Mannheimia sp.) y el resto 
de  aislados  no  hemolíticos  (9TNH  y  1  BNH)  clasificados  como M.  haemolytica  por  
VITEK® pero como Mannheimia sp. por DIATABS® (Tabla 36). 
Los  resultados  de  la  secuenciación  confirman  que  todos  aislados  fueron  parte  del 
género Mannheimia al comparar su secuencia con  las secuencias disponibles de cada 
uno  de  las  especies  de  Mannheimia  en  la  base  de  datos  del  GenBank.  Para  la 
identificación  se  realizó  un  BLAST  con  cada  secuencia.  Se  consideró  para  la 
identificación  final,  el  resultado  de  la  prueba  bioquímica  de  la  β–glucosidasa,  para 
distinguir entre aislados de M. glucosida y M. ruminalis (Tabla 36). 
La  secuenciación  del  16S  ARNr  para  identificar  aislados  de  M.  haemolytica  ha 
resultado ser bastante útil, encontrándose que homologías mayores al 99,5% pueden 
dar  resultados  confiables de  identificación  (Angen  et  al.,  1999a).  Sin  embargo,  esta 
técnica presenta baja resolución en separar e identificar aislados de M. haemolytica y 
M. glucosida  (Angen et al., 1997b). El gen 16S ARNr de aislados de M. haemolytica y 

























M13  TNH  Negativa  M. ruminalis  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M24  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M29  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  99% M. haemolytica  Negativa  M. haemolytica
M79  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  99% M. haemolytica  Negativa  M. haemolytica
M92  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Positiva  M. glucosida 
M122  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  99% M. haemolytica  Negativa  M. haemolytica
M126  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Positiva  M. glucosida 
M127  TNH  Negativa  M. ruminalis  M. haemolytica Positiva  100% M. haemolytica  Negativa  M. haemolytica
M155  TNH  Negativa  M. ruminalis  M. haemolytica Positiva  99% M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M200  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  97% M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M230  BNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Positiva  M. glucosida 
M239  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  100% M. haemolytica  Negativa  M. haemolytica
M271  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  99% M. glucosida  Positiva  M. glucosida 
M284  TNH  Negativa  M. ruminalis  M. haemolytica Positiva  100% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M331  TNH  Negativa  M. ruminalis  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M353  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M389  TNH  Negativa  M. ruminalis  M. haemolytica Positiva  100% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M431  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  100% M. haemolytica  Negativa  M. haemolytica
M433  TH  Positiva  Mannheimia sp.    Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M442  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M446  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  100% M. glucosida/M. ruminalis  Negativa  M. ruminalis 
M483  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  100% M. glucosida/M. ruminalis  Positiva  M. glucosida 
M492  TNH  Negativa  Mannheimia sp.  M. haemolytica Positiva  99% M. glucosida/M. ruminalis  Positiva  M. glucosida 






V.7.2.  Identificación  por  secuenciación  del  16S  ARN  ribosomal  de  aislados  de  P. 
multocida 
Se  realizó  la  detección  y  secuenciación  del  16S  ARN  ribosomal  a  18  aislados 




homología.  El  100%  (18/18)  fueron  identificados  como  P.  multocida  con  una 
homología superior al 98%. Los resultados se resumen en la Tabla 37. 
En  nuestro  estudio  se  recurrió  a  la  secuenciación  del  16S  para  comprobar  los 
resultados discordantes con la PCR de identificación especie específica. Al igual que en 

















M76  BNH Baja discriminación POSITIVA 99% P. multocida 
M107  BNH Baja discriminación POSITIVA 100% P. multocida 
M108  BNH Baja discriminación POSITIVA 100% P. multocida 
M154  BNH Baja discriminación POSITIVA 99% P. multocida 
M199  BNH Baja discriminación POSITIVA 100% P. multocida 
M201  BNH Baja discriminación POSITIVA 100% P. multocida 
M208  BNH Baja discriminación POSITIVA 99% P. multocida 
M215  BNH  Baja discriminación  POSITIVA  100% P. multocida 
M221  BNH Baja discriminación POSITIVA 99% P. multocida 
M248  BNH Pasteurella canis POSITIVA 99% P. multocida 
M249  BNH  Pasteurella canis  POSITIVA  99% P. multocida 
M251  BNH Pasteurella canis POSITIVA 100% P. multocida 
M278  BNH Baja discriminación POSITIVA 100% P. multocida 
M473  TNH  Sphingomonas paucimobilis  POSITIVA  100% P. multocida 
P64  BNH Baja discriminación POSITIVA 98% P. multocida 
P65  BNH Baja discriminación POSITIVA 100% P. multocida 
P85  BNH  Baja discriminación  POSITIVA  98% P. multocida 

























Bibersteinia (1) B. trehalosi  1  1 
Pasteurella (87) P. multocida  87  73 
 
La identificación definitiva de las bacterias del Complejo M‐B es compleja, debido a las 
frecuentes  variaciones  en  la  clasificación  taxonómica,  siendo  necesario  para  una 
identificación  precisa  el  análisis  fenotípico  y  genotípico  de  las  cepas  (Angen  et  al., 
2002).  La  transferencia  horizontal  de  genes  y  la  recombinación  genética  en  este 
género ha sido un importante mecanismo de evolución y diversificación de factores de 
virulencia (Sachse y Frey, 2003).  
La  limitada  confiabilidad en  los métodos de  serotipificación y  fenotipificación en  las 
especies de Mannheimia (Angen et al., 1999a; Angen et al., 1999b; Rowe et al., 2001) 
y  Pasteurella  (Wilson  et  al.,  1993;  Jacques  et  al.,  1994; Hunt Gerardo  et  al.,  2001) 
debido a las variaciones encontradas y a la influencia en las características fenotípicas 
de  factores  como  las  condiciones  de  cultivo,  demuestra  la  complejidad  en  la 
identificación de estos microorganismos (Catry et al., 2004). Estos autores enfatizan en 
















con  3,1%  (15/488),  0,6%  (3/488),  1,6%  (8/488),  0,2%  (1/488)  y  1,2%  (6/488) 
respectivamente. El 37,9% (185/488) fue no tipificable (NT) (Tabla 39). 
En  los  aislados  de  M.  haemolytica  se  observaron  reacciones  positivas  a  todos  los 
serotipos excepto a  los serotipos A15 y A16. Los serotipos más comunes, con más de 
8% de positividad,  fueron: A6  con 10,7%  (49/456), A7  con 10,1%  (46/456), A12  con 
8,3%  (38/456)  y  A9  con  9,0%  (41/456).  De  los  17  aislados  identificados  como M. 
glucosida, el 64,7% (11/17) fue tipificado como serotipo A7, el 17,6% (3/17) fueron NT, 
y de los serotipos A1, A6 y A11 solo se detectó un aislado en cada uno 5,9% (1/17). De 






1975), EE.UU.  (Frank, 1982; Al‐Ghamdi et al., 2000), Etiopia  (Sisay  y Zerihun, 2003), 
Francia  (Villard  et  al.,  2006), Hungría  (Fodor  et  al.,  1999),  Kenia  (Mwangota  et  al., 























Nº  %  Nº  %  Nº  %  Nº  %  Nº  %  Nº  % 
A1  14  3,1  1  5,9  0  0  0  0  0  0  15  3,1 
A2  23  5,0  0  0  0  0  0  0  0  0  23  4,7 
A5  32  7,0  0  0  0  0  0  0  0  0  32  6,6 
A6  49  10,7  1  5,9  1  8,3  0  0  0  0  51  10,5 
A7  46  10,1  11  64,7  5  41,7  0  0  0  0  62  12,7 
A8  23  5,0  0  0  0  0  0  0  0  0  23  4,7 
A9  41  9,0  0  0  0  0  0  0  0  0  41  8,4 
A11  1  0,2  1  5,9  1  8,3  0  0  0  0  3  0,6 
A12  38  8,3  0  0  0  0  0  0  0  0  38  7,8 
A13  8  1,8  0  0  0  0  0  0  0  0  8  1,6 
A14  1  0,2  0  0  0  0  0  0  0  0  1  0,2 
A17  6  1,3  0  0  0  0  0  0  0  0  6  1,2 















La  frecuencia  relativa  de  los  distintos  serotipos  depende  de  la  zona  geográfica  e 
incluso  el  tipo  de  muestra  analizada.  En  Kenia,  15  serotipos  diferentes  de  M. 
haemolytica  y  algunos NT  han  sido  aislados  de  ovejas  (Mwangota  et  al.,  1978).  En 
Nigeria se  identificaron al menos 8 serotipos distintos  (A1, A2, A6, A7, A8, A9, T10 y 
A11),  siendo  los más  frecuentes A2  (36,1%), A11  (13,6%), A6  (12,1%)  y  aislados NT 
(21,3%) en ovinos (Odugbo et al., 2003). En EE.UU. el serotipo A2 fue el más frecuente, 
sin  embargo  los  serotipos  A1,  A7,  A8  y  A9  y  NT  fueron  recuperados  con  relativa 
frecuencia (Frank, 1982). En Hungría, los serotipos A1, A2, A7, A9 y A6 fueron aislados 
de  animales  con  neumonía, mientras  que  serotipos  de  B.  trehalosi  y M.  glucosida 
fueron muy poco frecuentes (Fodor et al., 1984). Y en México  los estudios realizados 
por Colin  et  al. 1987,  revelaron que  los  serotipos A2, A1, A5  y A11  fueron  los más 
comúnmente aislados (Colin et al., 1987).  
En resumen, aunque el serotipo A2 es el más frecuente en la mayoría de los estudios, 
los  serotipos A7, A9, A6  y A8  también  se  ha  detectado  con  frecuencia.  En  nuestro 


















para  producir  polisacárido  capsular  (Gentry  et  al.,  1988).  Davies  et  al.  (1996) 
detectaron 5 grupos distintos entre 30 aislados NT examinados, revelándose algunas 































Los aislados de  los serotipos A1 y A6 de bovinos comparados con  los aislados de  los 
mismos  serotipo  en  ovinos,  pueden  ser  diferenciados  por  sus  perfiles  de OMP.  Lo 
mismo  ocurre  con  los  aislados  del  serotipo  A2  de  ovinos  y  bovinos  los  cuales  son 
similarmente distinguibles (Davies et al., 1997). Esto sugiere  la existencia de distintas 
subpoblaciones de serotipos A1, A2 y A6 presentes en bovinos y ovinos, y que aislados 
del  mismo  serotipo  provenientes  de  diferentes  especies  son  filogenéticamente 
distintos  (Davies et al., 1997).  Los dos únicos aislados de M.  varigena obtenidos en 
este  estudio  fueron  NT.  Resultados  similares  fueron  encontrados  por  Angen  et  al 





El análisis de PCR para  la detección de  la Leucotoxina (Figura 18) se realizó a  los 488 
aislados  del  complejo  M‐B.  Los  resultados  revelan  que  el  95,3%  (465/488)  de  las 
colonias  estudiadas  presentaban  el  gen  lktA  codificante  de  la  región  activa  de  la 
leucotoxina (Tabla 40).  
Figura 18: PCR de detección del gen lktA. Gel de agarosa al 1%. Líneas 1 y 10: Marcador de peso 
















gen  lktA,  evidenciándose  que  ambas  características  se  encuentran  asociadas  (P< 
0,000) (Tabla 40). 
Hasta hace un par de  años,  la única prueba para  la  identificación  genotípica de  los 
miembros del  complejo M‐B era  la  técnica de PCR utilizada en este estudio,  la  cual 
detecta  el  gen  lktA  que  representa  la  parte  activa  de  la  leucotoxina.  Este  gen  está 







Positiva  negativa  Positiva  negativa 
M. haemolytica  456  449  7  445  11 
M. glucosida  17  13  4  13  4 
M. ruminalis  12  0  12  2  10 
M. varigena  2  2  0  2  0 
B. trehalosi  1  1  0  1  0 




Lo,  1987).  La  actividad  hemolítica  de  M.  haemolytica  se  asocia  a  la  presencia  o 
ausencia del  locus funcional “lktCABD” (Murphy et al., 1995). En nuestro estudio dos 
aislados que fueron negativos al gen  lktA mostraron actividad hemolítica. A pesar de 












LktC.  Highlander  et  al.  (1997)  establecieron  que  la  actividad  hemolítica  de  LktA  es 




Un  fenotipo no hemolítico puede estar  también asociado a mutaciones en  los genes 
lktB y  lktD  los cuales son necesarios para el transporte de  la  leucotoxina (Strathdee y 
Lo, 1989a). Además, Barbour et al. 1997, determinaron una significativa perdida de la 
capacidad  de  producir  hemólisis  con  los  subcultivos,  en  los  aislados  obtenidos  de 









V.9.2.2.  Detección  de  15  genes  (adhes,  fhaC,  gcp,  hf,  irp,  lpsA,  nanH,  pilA,  plpD, 
pomA,  sodA,  sodC,  tbpA,  tbpB  y  tonB)  codificantes  de  factores  de  virulencia  en 
aislados del Complejo Mannheimia‐Bibersteinia  
Se  investigaron un total de 15 genes (adhes, fhaC, gcp, hf,  irp,  lpsA, nanH, pilA, plpD, 















Marcador  de  peso molecular  (3000bp)  Sigma  Aldrich,  línea  2:  Control  positivo  de  los  cinco 




nanH 660bp,  tonB 504bp,  tbpA 285bp y  fhaC 207bp). Gel de agarosa al 1,5%. Líneas 1 y 20: 
Marcador de peso molecular (3000bp), línea 2: Control positivo de los genes (nanH, tonB, tbpA 
y  fhaC) cepa de M. haemolytica CECT924,  línea 3: control positivo de  los genes  (tbpB1, tonB, 






































en este estudio.  Los  genes adhes,  fhaC, nanH, pilA,  sodA,  tbpA,  tbpB  y  tonB  fueron 
detectados en más del 90% de  los aislados. Los genes plpD, pomA, gcp, hf,  lpsA e  irp 
tuvieron  un  porcentaje  de  detección  de  87,7%  (428/488),  86,7%  (423/488),  77,0% 
(376/488), 71,7%(350/488), 67,0% (327/488) y 59,2% (289/488) respectivamente.  
El gen con el menor porcentaje de detección fue el sodC con solo un 17,4% (85/488) 
de  aislados  positivos.  La  detección  de  genes  de  virulencia  fue menos  frecuente  en 
aislados de M. ruminalis, donde todos los aislados fueron negativos a los genes gcp, hf, 























lktA irp  gcp sodA pomA  sodC  hf  plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB tbpA fhaC
M. haemolytica  NCTC 10609  A1  NCTC     +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH2  A1  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  CECT 924  A2  CECT  ATCC 29694 +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  2  +  +  +  + 
M. haemolytica  CECT 5941  A2  NCTC     +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH278  A2  R. Davies     +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  A2  A2  L. Fodor      +  +  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +  2  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH50  A5  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  NCTC 10632  A6  NCTC     +  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH376  A6  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  ‐  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  6174  A6  L. Fodor      +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  NCTC 10634  A7  NCTC     +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH296  A7  R. Davies     +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  NCTC 10636  A8  NCTC     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  ‐  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH56  A8  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  NCTC 10638  A9  NCTC     +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH238  A9  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  6177  A9  L. Fodor      +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH346  A12  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH588  A13  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  ‐ 
M. haemolytica  A‐13  A13  L. Fodor      +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH66  A14  R. Davies     +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  A‐14  A14  L. Fodor      +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH706  A16  R. Davies     +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  1  +  +  +  + 









lktA irp  gcp sodA pomA  sodC  hf  plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB tbpA fhaC
M. haemolytica  PH156  UG1  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  +  ‐  +  + 
M. haemolytica  PH318  UG1  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH612  UG1  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH154  UG1  R. Davies     +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH452  UG1  R. Davies     +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  ‐  +  ‐  1  +  +  +  + 
M. haemolytica  PH692  UG2  R. Davies     +  +  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH474  UG3  R. Davies     +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH496  UG3  R. Davies     +  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH290  UG3  R. Davies     +  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH152  UG3  R. Davies     +  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. haemolytica  PH150  UG3  R. Davies     +  +  ‐  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  1  ‐  +  +  ‐ 
M. glucosida  NCTC 10642  A11  NCTC     +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. glucosida  PH344  A11  R. Davies     +  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
M. glucosida  6179  A11  L. Fodor      +  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1  ‐  +  +  + 
B. trehalosi  PH68  T3  R. Davies  NCTC 11550 +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  3  ‐  ‐  +  ‐ 
B. trehalosi  6171  T3  L. Fodor      +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  1  ‐  +  +  ‐ 
B. trehalosi  NCTC 10639  T4  NCTC     +  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  3  ‐  ‐  ‐  ‐ 
B. trehalosi  PH246  T4  R. Davies  NCTC 10626 +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  3  ‐  ‐  +  ‐ 
B. trehalosi  NCTC 10641  T10  NCTC     +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  3  ‐  ‐  +  ‐ 
B. trehalosi  PH252  T10  R. Davies  NCTC 10641 +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  3  ‐  ‐  +  ‐ 
B. trehalosi  NCTC 10370  T15  NCTC     +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  3  ‐  ‐  +  ‐ 
B. trehalosi  PH254  T15  R. Davies  NCTC 10370 +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  3  +  +  +  + 



















N  %  N  %  N  %  N  %  N  %  N  % 
adhes  431  94,5  9  52,9  3  25,0  1  50,0  1  100,0  444   91,0 
fhaC  426  93,4  16  94,1  4  33,3  2  100,0  0  0,0  448   91,8 
gcp  368  80,7  8  47,1  0  0,0  0  0,0  0  0,0  376  77,0 
hf  342  75,0  8  47,1  0  0,0  0  0,0  0  0,0  350   71,7 
irp  275  60,3  10  58,8  4  33,3  0  0,0  1  0,0  289  59,2 
lktA  449  98,5  13  76,5  0  0,0  2  100,0  1  100,0  465   95,3 
lpsA  319  70,0  6  35,3  2  16,7  0  0,0  0  0,0  327   67,0 
nanH  442  96,9  6  35,3  4  33,3  2  100,0  1  100,0  455   93,2 
pilA  445  97,6  17  100  11  91,7  2  100,0  0  0,0  475   97,3 
plpD  417  91,4  9  52,9  1  8,3  0  0,0  1  100,0  428   87,7 
pomA  417  91,4  6  35,3  0  0,0  0  0,0  0  0,0  423   86,7 
sodA  420  92,1  14  82,4  7  58,3  0  0,0  0  0,0  441   90,4 
sodC  82  18,0  2  11,8  1  8,3  0  0  0  0,0  85   17,4 
tbpA  448  98,2  13  76,5  3  25,0  2  100  1  100  467   95,7 
tbpB  440  96,5  10  58,8  1  8,3  2  100  0  0,0  453  92,8 


































adhes  13 (86,7)  22 (95,7)  32 (100)  50 (98,0) 42 (66,7) 22 (95,7) 41 (100)  1 (33,3)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  5 (83,3)  169 (91,4)
fhaC  13 (86,7)  23 (100)  32 (100)  50 (98,0) 52 (83,9) 23 (100)  32 (78,0) 1 (33,3)  38 (100)  0 (0)   1 (100)  4 (66,7)  179 (96,8)
gcp  13 (86,7)  10 (43,5)  30 (93,8) 45 (88,2) 39 (62,9) 22 (95,7) 40 (97,6) 1 (33,3)  37 (97,4) 8 (100)  1 (100)  4 (66,7)  127 (68,6)
hf  14 (93,3)  14 (60,9)  3 (9,4)  46 (90,2) 32 (51,2) 16 (69,6) 30 (73,2) 1 (33,3)  38 (100)  0 (0)  1 (100)  4 (66,7)  151 (81,6)
irp  11 (73,3)  22 (97,5)  30 (93,8) 8 (15,7)  43 (69,4) 21 (93,3) 3 (7,3)  2 (66,7)  35 (92,1) 7 (87,5)  0 (0)  3 (50)  104(56,2)
lktA  14 (93,3)  23 (100)  32 (100)  50 (98,0) 51 (82,3) 23 (100)  41 (100)  1 (33,3)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  5 (83,3)  178 (96,2)
lpsA  14 (93,3)  5 (21,7)  29 (90,6) 48 (94,1) 31 (50,0) 22 (95,7) 40 (97,6) 1 (33,3)  35 (92,1) 8 (100)  1 (100)  4 (66,7)  89 (48,1) 
nanH  14 (93,3)  23 (100)  32 (100)  48 (94,1) 44 (71,0) 23 (100)  41 (100)  0 (0)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  6 (100)  177 (95,7)
pilA  12 (80,0)  23 (100)  32 (100)  51 (100)  59 (95,2) 22 (95,7) 40 (97,6) 3 (100)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  6 (100)  87 (97,8) 
plpD  14 (93,3)  22 (95,7)  32 (100)  49 (96,1) 40 (64,5) 22 (95,7) 38 (92,7) 1 (33,3)  35 (92,1) 8 (100)  0 (0)  6 (100)  161 (87,0)
pomA  11 (73,3)  19 (82,6)  30 (93,8) 48 (94,1) 37 (59,7) 22 (95,7) 40 (97,6) 2 (66,7)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  5 (83,3)  162 (87,6)
sodA  15 (100)  21 (91,3)  31 (96,9) 47 (92,2) 57 (91,9) 17 (73,9) 40 (97,6) 0 (0)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  5 (83,3)  161 (87,0)
sodC  0 (0)  13 (56,5)  3 (9,4)  1 (2,0)  13 (21,0) 0 (0)  4 (9,8)  0 (0)  2 (5,3)  0 (0)  0 (0)  1 (16,7)  48 (25,9) 
tbpA  14 (93,3)  23 (100)  32 (100)  50 (98,0) 51 (82,3) 23 (100)  41 (100)  1 (33,3)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  6 (100)  179 (96,8)
tbpB  14 (93,3)  23 (100)  32 (100)  49 (96,1) 45 (72,6) 22 (95,7) 41 (100)  1 (33,3)  38 (100)  8 (100)  1 (100)  6 (100)  174 (94,1)









Cabe  resaltar  que  el  gen  nanH  que  codifica  una  neuraminidasa  también  pudo 
detectarse en el 35,3% de aislados de M. glucosida y esta especie bacteriana ha sido 
reportada como carente de neuraminidasa  (Straus et al., 1993b). Debemos  tener en 
cuenta que  solo el  serotipo A11  se ha descrito para M. glucosida, mientras que  en 
nuestro estudio también hemos detectado otros serotipos en esta bacteria. Al parecer 
la  falta  de  neuraminidasa  se  asocia más  precisamente  con  el  serotipo  que  con  la 
especie  bacteriana.  Nuestro  único  aislado  de  M.  glucosida  identificado  como  del 
serotipo A11 no presentó el gen nanH.  
Escasos estudios se han llevado a cabo para detectar genes asociados a la virulencia en 
aislados de M. haemolytica. Un estudio  realizado por Ewers  (2006) detectó que  los 
genes lktA, pomA, tbpB y tbpA fueron regularmente identificados en todos los aislados 









La  detección  del  gen  tbpB  se  realizó  utilizando  tres  pares  de  cebadores  que 
identificaban tres subtipos del mismo gen que fueron nombrados como TBPB1, TBPB2 
Y  TBPB3.  La  utilización  de  tres  pares  de  cebadores  distintos  se  realizó,  porque  al 
momento de diseñarlos se observó poca homología entre las secuencias del gen tbpB 
de  aislados  del  complejo M‐B  disponibles  en  el GenBank  que,  sin  embargo,  podían 
agruparse en tres subtipos distintos. Al momento del alineamiento de  las secuencias 
del gen tbpB de las bacterias del Complejo M‐B, se observó que las secuencias del gen 
tbpB  en  las  bacterias  del  género Mannheimia  se  subdividían  en  2  grupos  (tbpB1  y 








con  el  serotipo  capsular  identificado.  Así  en  el  primer  grupo  se  podían  incluir  las 
secuencias del gen tbpB de todos los serotipos de M. haemolytica descritos, incluido el 
A2 (subtipo tbpB1), mientras que en el segundo grupo solo se observaron secuencias 










En  la  tabla 44  se muestran  los  resultados de detección de  los  tres  subtipos del gen 






























Mannheimia  A1  1 (2,9)  14 (3,6)  0 (0)  0 (0)  15 (3,1) 
  A2  0 (0)  10 (2,6)  13 (19,1)  0 (0)  23 (4,79 
  A5  0 (0)  30 (7,8)  2 (2,9)  0 (0)  32 (6,6) 
  A6  2 (5,7)  48 (12,5)  1 (1,5)  0 (0)  51 (10,5) 
  A7  17 (48,6)  35 (9,1)  10 (14,7)  0 (0)  62 (12,7) 
  A8  1 (2,9)  22 (5,7)  0 (0)  0 (0)  23 (4,7) 
  A9  0 (0)  40 (10,4)  1 (1,5)  0 (0)  41 (8,4) 
  A11  2 (5,7)  1 (0,3)  0 (0)  0 (0)  3 (0,6) 
  A12  0 (0)  38 (9,9)  0 (0)  0 (0)  38 (7,8) 
  A13  0 (0)  8 (2,1)  0 (0)  0 (0)  8 (1,6) 
  A14  0 (0)  1 (0,3)  0 (0)  0 (0)  1 (0,2) 
  A17  0 (0)  5 (1,3)  1 (1,5)  0 (0)  6 (1,2) 
  NT  12 (34,3)  132 (34,4)  40 (58,8)  0 (0)  184 (37,7) 
B. trehalosi  NT  0 (0)  0 (0)  0 (0)  1 (100)  1 
 
El  sistema  Tbp  es  un  sistema  de  captación  de  hierro  dependiente  de  TonB,  el  cual 
actúa  como  una  fuente  de  energía  para  promover  la  captación  de  hierro  de  la 
superficie  externa  de  la  célula  blanco.  En  otras  especies  de  Pasteurellaceae  se  ha 










la  virulencia  en  lavados  traqueales  de  bovinos  vacunados  y  desafiados  con  M. 








las  células  bacterianas  se  están  dividiendo  activamente  y,  por  tanto,  requieren una 
continua fuente de hierro, mientras que en etapas finales de la infección las bacterias 





Los  aislados  se  agruparon  en  perfiles  genéticos  de  acuerdo  a  los  resultados  de  las 
PCR’s de detección de  los 16 genes de virulencia estudiados  (Tabla 45).  Los perfiles 
genéticos se determinaron  identificando  los genes estudiados con combinaciones de 























lktA  irp  gcp  sodA  pomA  sodC  hf  plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB tbpA  fhaC 
1  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1011101111111111   118   24,2  
2  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111101111111111   84   17,2  
3  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111100111111111   43   8,8  
4  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111111101111111   31   6,4  
5  +  +  ‐  +  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1101101101111111   27   5,5  
6  +  +  ‐  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1101111101111111   13   2,7  
7  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  1011100111111110   10   2,0  
8  +  ‐  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1010101111111111   7   1,4  
9  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1110101111111111   7   1,4  
10  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  1111100111111110   7   1,4  
11  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  1001000001011111   6   1,2  
12  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111100101111111   6   1,2  
13  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0001000001000000   5   1,0  
14  +  +  ‐  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1101100101111111   5   1,0  
15  +  +  ‐  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1101110101111111   5   1,0  
16  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111111111111111   5   1,0  
17  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1001001111111111   3   0,6  
18  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0000000001000000   3   0,6  
19  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1011100111111111   3   0,6  
20  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  1110101111110111   3   0,6  
21  +  +  +  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111011101111111   3   0,6  
22  +  +  +  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111101001111111   3   0,6  
23  +  +  +  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111110101111111   3   0,6  
24  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  V  Perfiles variables (2)a  14 (2)  5,8 (0,4) 



















Nº  % Nº % Nº % Nº  % Nº % Nº %
1  1011101111111111  118  24,2 118 25,9 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
2  1111101111111111  84  17,2 84 18,4 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
3  1111100111111111  43  8,8 43 9,4 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
4  1111111101111111  31  6,4 30 6,6 1 5,9 0  0,0 0 0,0 0 0,0
5  1101101101111111  27  5,5 26 5,7 1 5,9 0  0,0 0 0,0 0 0,0
6  1101111101111111  13  2,7 13 2,9 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
7  1011100111111110  10  2,0 10 2,2 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
8  1010101111111111  7  1,4 7 1,5 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
9  1110101111111111  7  1,4 7 1,5 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
10  1111100111111110  7  1,4 7 1,5 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
11  1001000001011111  6  1,2 5 1,1 1 5,9 0  0,0 0 0,0 0 0,0
12  1111100101111111  6  1,2 6 1,3 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
13  0001000001000000  5  1,0 3 0,7 0 0,0 2  16,7 0 0,0 0 0,0
14  1101100101111111  5  1,0 5 1,1 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
15  1101110101111111  5  1,0 5 1,1 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
16  1111111111111111  5  1,0 5 1,1 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
17  1001001111111111  3  0,6 3 0,7 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
18  0000000001000000  3  0,6 1 0,2 0 0,0 2  16,7 0 0,0 0 0,0
19  1011100111111111  3  0,6 3 0,7 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
20  1110101111110111  3  0,6 1 0,2 2 11,8 0  0,0 0 0,0 0 0,0
21  1111011101111111  3  0,6 3 0,7 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
22  1111101001111111  3  0,6 3 0,7 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
23  1111110101111111  3  0,6 3 0,7 0 0,0 0  0,0 0 0,0 0 0,0
24  Perfiles variables (2)a  13 (2)  5,2 (0,4) 13 (2) 10,4 (0,8) 3 (2) 35,4 (11,8)  0 (2)  0,0 (0) 0 (2) 0,0 (0) 0 (2) 0,0 (0)










Los aislados  identificados como P. multocida por  la prueba de PCR  fueron evaluados 
para determinar  la  subespecie  en base  a  la  fermentación de  los  azúcares  sorbitol  y 
dulcitol.  Se evaluaron un  total de 87 aislados de P. multocida, el 35,6%  (31/87)  fue 
clasificado como subespecie multocida y el 64,4% (56/87) clasificado como subespecie 
septica (Tabla 47). 




tarjetas VITEK® varía entre 6 a 8 horas pudiendo  llevar a  lecturas erróneas. De  los 14 
biotipos de P. multocida descritos hasta el momento, se identificaron los biotipos 1, 4, 
6,  7  y  10  (Tabla  47).  Adicionalmente  se  pudieron  detectar  10  biotipos  nuevos, 
clasificados del 15 al 24.  
El biotipo más  frecuente entre  los aislados de este estudio  fue el biotipo 19 con un 


































































































1  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  2  1  0  3  3,40 
  4  ‐  +  ‐ ‐ ‐ + + ‐ ‐  0  19 a 0 19 21,80b
  15  ‐  +  ‐ ‐ + + + ‐ ‐  0  3 0 3 3,40
  16  ‐  +  + ‐ ‐ + + ‐ ‐  0  4 0 4 4,60
  17  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ + ‐ ‐ ‐  0  0 1 1 1,10
  18  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ + + ‐ ‐  0  1 0 1 1,10
Total 
subespecie     
                2  28a  1     
septica (n=56)  6  ‐  +  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  12 a  0 0 12 13,80
  7  ‐  +  ‐ ‐ ‐ ‐ + + ‐  2  0 0 2 2,30
  10  ‐  +  ‐ ‐ + ‐ + + ‐  1  0 0 1 1,10
  19  ‐  +  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐  27 a  2 1 30 34,50b
  20  ‐  +  ‐ ‐ + ‐ ‐ ‐ ‐  0  1 0 1 1,10
  21  ‐  +  ‐ ‐ + ‐ + ‐ ‐  1  0 1 2 2,30
  22  ‐  +  + ‐ ‐ ‐ + ‐ ‐  1  0 0 1 1,10
  23  ‐  +  ‐ ‐ ‐ ‐ + ‐ ‐  5  0 0 5 5,70
  24  ‐  ‐  ‐ ‐ + ‐ + ‐ ‐  2  0 0 2 2,30
Total 
subespecie     
                51a  3  2     







15  16  17  18  19  20  21  22  23  24 
Producción de ureasa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
ODC  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  ‐  ‐ 
Producción de ácido a partir de: 
Arabinosa  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐ 
Dulcitol  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Maltosa  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  + 
Sorbitol  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Trealosa  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐ 
Xilosa  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐   


































































































































































































































































familia  Pasteurellaceae.  Variaciones  para  las  pruebas  de  manitol,  ODC,  sorbitol  y 
sucrosa se han observado en otros estudios  (Christensen et al., 2004; Christensen et 
al.,  2005).  Adicionalmente,  también  han  encontrado  variantes maltosa  positivas  en 
aislados  de  P.  multocida.  La  capacidad  de  fermentar  maltosa  es  considerada  una 
característica esencial para clasificar los aislados (Petersen et al., 1998).  
La  subespecie  séptica ha  sido  reportada en vacas  (Bisgaard et al., 1991) y en pollos 
(Snipes  et  al.,  1990;  Fegan  et  al.,  1995).  Estudios  fenotípicos  de  P. multocida  han 
evidenciado que en pequeños rumiantes existe una alta prevalencia de aislados de P. 
multocida  subespecie  septica  (Shayegh  et  al.,  2008;  Shayegh  et  al.,  2009). Aunque, 
estudios  realizados  en  aislados  de  P.  multocida  obtenidos  de  varias  especies 
demostraron tener una baja prevalencia de esta subespecie (Ekundayo et al., 2008). El 
método para determinar subespecie en base a  la  fermentación de sorbitol y dulcitol 
no  siempre  se  corresponde  con  las pruebas genéticas  (Kuhnert  et al., 2000; Davies, 
2004; Dey et al., 2007). 
Un  estudio  filogenético  sobre  variantes  de  P. multocida, mostró  que  las  variantes 
fenotípicas de P. multocida compartían al menos 98,5% de similitud con las secuencias 




P.  multocida,  encontrando  que  aislados  que  fueron  identificados  fenotípicamente 
como  P. multocida  subespecie  septica, mostraron  una  alta  similitud  genotípica  con 
aislados  de  P. multocida  subespecie multocida  y  P. multocida  subespecie  gallicida, 
mientras que  la relación genotípica con P. multocida subespecie septica fue distante. 
Por  lo  que,  la  presencia  de  variantes  negativas  a  sorbitol  puede  llevar  a  una 
identificación errónea de P. multocida subespecie septica, cuando la caracterización de 
los aislados solo se realiza en base a caracteres fenotípicos (Christensen et al., 2004). 










El  biotipo más  común  entre  nuestros  aislados  fue  el  19  que  se  caracterizó  por  ser 
negativo  a  la  fermentación  de  azucares.  De  los  30  aislados  del  biotipo  19,  27 
pertenecieron  al  serogrupo  A,  encontrando  una  asociación  estadística  significativa 
entre ambas características. El segundo biotipo más común fue el 4. Los 19 aislados del 
biotipo 4 (100%) pertenecieron al serogrupo D. 
Se  han  reportado  variaciones  en  los  fenotipos  dentro  de  cada  subespecie  de  P. 
multocida.  Fegan  et  al.  (1995)  asignaron  cinco  biotipos  dentro  de  la  subespecie 
multocida, dos dentro de la subespecie septica y uno dentro de la subespecie gallicida, 
pero  otros  dos  biotipos  no  pudieron  ser  asignados  dentro  de  ninguna  de  las 
subespecies  de  P. multocida  reconocidas  (Fegan  et  al.,  1995).  Blackall  et  al.  (1998) 







identifica  los  cinco  serogrupos  capsulares  descritos:  A,  B,  D,  E  y  F  (Figura  23).  Los 
aislados  fueron  clasificados  en  dos  serogrupos  capsulares  principalmente,  los 
serogrupos A y D  (Tabla 47). El 60.9%  (53/87)  fue  identificado como serogrupo A, el 
35,6% (31/87) identificado como serogrupo D y el 3,4% (3/87) fue negativo a los cinco 
serogrupos (CAP‐).  
Al  estudiar  la  asociación  del  serogrupo  capsular  con  la  subespecie  se  encontró una 
asociación  estadística  significativa  (p<0,000001)  entre  el  serogrupo  capsular  y  la 
subespecie  identificada,  asociándose  el  serogrupo  A  con  la  subespecie  septica  y  el 










bp,  capB 760 bp,  capD 657 bp,  capE 511 bp y  capF 851 bp). Gel de agarosa al 2%.  Línea 1: 
Marcador  de  peso molecular  (3000bp),  línea  2:  Control  positivo  serogrupo  A  (NCTC10322), 
línea  3:  Control  positivo  serogrupo  B  (NCTC10323),  línea  4:  control  positivo  serogrupo  D 
(CECT4325),  línea  5:  control  positivo  serogrupo  E  (NCTC10326),  línea  6:  control  positivo 
serogrupo  F  (C2040103),  línea  7:  control  negativo,  líneas  8  –  15  aislados  de  campo  de  P. 
multocida. 
 
Estos  resultados  corroboran  lo  encontrado  por  Ewers  et  al.  2006,  quienes 
determinaron que el  serogrupo más  frecuente encontrado en aislados de pequeños 
rumiantes  fue el serogrupo A  (69,2%), seguido del serogrupo D  (30,8%)(Ewers et al., 
2006). Otros  investigadores  indican que en pequeños  rumiantes  la gran mayoría de 
aislados  son del  serogrupo A  (Fussing et al., 1999; Weiser et al., 2003). Ewers et al. 
(2006)  encontraron  que  el  4,9%  fueron  negativos  a  la  presencia  de  cápsula  (CAP‐) 
(Ewers et al., 2006). 
Aunque  la  caracterización  del  serotipo  de  P.  multocida  se  hace  en  base  a  la 
identificación  del  antígeno  somático  y  el  antígeno  capsular,  actualmente  ninguna 
técnica de diagnóstico molecular ha  sustituido  al  tradicional método de difusión en 
agar gel (Namioka y Murata, 1961) para identificar el antígeno somático, mientras que 
el  método  tradicional  de  hemaglutinación  indirecta  (Carter,  1955,  1962)  para  la 























Cuatro  principales  factores  asociados  a  la  virulencia  de  P.  multocida  fueron 
identificados a  través de  la detección de  sus genes  codificantes  (toxA, pfhA, hgbB y 
tbpA) con  la PCR múltiple desarrollada por Atashpaz et al.  (2001)  (Figura 24). El gen 




500bp  y  pfhA  276bp)  de  P.  multocida.  Gel  de  agarosa  al  1,5%.  Líneas  1  y  20:  marcador 
molecular (3000bp), línea 2: Control positivo de gen pfhA (NCTC10322), línea 3: control positivo 





































toxA  66 (75,9)  49 (92,5)*  16 (51,6)  1 (33,3) 
pfhA  8( 9,2)  4 (7,5)  2 (6,5)  2 (66,7) 
tbpA  85 (97,7)  53 (100)  31 (100)  1 (33,3) 





El  perfil  genético  más  frecuente  (71,3%)  fue  el  1100  que  se  corresponde  con  los 
aislados  positivos  a  los  genes  toxA  y  tbpA  pero  negativos  a  los  genes  hgbB  y  pfhA 
(Tabla 50). Este genotipo se asoció al serotipo capsular A y la subespecie P. multocida 
septica. El otro genotipo más  frecuente  (18,4%)  fue el 0100 que se corresponde con 
los aislados positivos al gen tbpA y negativos a los otros tres. Este genotipo se asoció al 
serotipo  capsular D  y  a  la  subespecie  P. multocida multocida  (Tabla  50).  Estos  dos 
genotipos agruparon prácticamente el 90% de los aislados. 





















toxA  tbpA hgbB pfhA A  D CAP‐ multocida séptica  N=87  % 
0011  ‐  ‐  +  +  0 (0,0)  0 (0,0)  2 (100,0) 1 (50,0)  1 (50,0)  2  2,3 
0100  ‐  +  ‐  ‐  4 (25,0)  12 (75,0)  0 (0,0)  12 (75,0) 4 (25,0)  16  18,4 
0101  ‐  +  ‐  +  0 (0,0)  2 (100,0)  0 (0,0)  2 (100,0) 0 (0,0)  2  2,3 
1100  +  +  ‐  ‐  45 (72,6)* 16 (25,8)  1 (1,6)  15 (24,2) 47 (75,8)*  62  71,3 




obtenidos  de  cerdos  y  es  generalmente  aceptado  que  las  cepas  toxigénicas  de  P. 
multocida se asocian a la etiología de la rinitis atrófica porcina. Sorprendentemente se 





fue  frecuente en el D  lo que difiere de  lo encontrado por  la otros de  investigadores 
(Ewers et al., 2006; Bethe et al., 2009). El análisis de la secuencia de ADN del gen toxA 
de  los  serotipos  A  y  D  demostró  que  ambas  secuencias  son  las  mismas, 
independientemente del origen del aislado o del serotipo,  teniendo ambas  la misma 
capacidad de inducir rinitis atrófica en los cerdos (Nagai et al., 1994). La antigenicidad 











Alemania  y  Malasia)  aunque  esto  podría  estar  relacionado  con  el  área  geográfica 
(Ewers et al., 2006; Tang et al., 2009). 
El  gen  toxA  esta  codificado  dentro  de  un  bacteriófago  lisogénico  (Pullinger  et  al., 
2004).  Al  parecer,  existe  un  intercambio  del  fago  que  codifica  toxA  a  través  de 
transferencia horizontal de genes, entre cepas de distintos serotipos capsulares y de 
diferentes hospedadores animales (Davies, Robert et al., 2003; Ewers, 2006).  
El  gen  pfhA  está  relacionado  con  la  adherencia  de  P. multocida  a  la  célula  blanco 
(Fuller et al., 2000; May et al., 2001; Harper et al., 2006). PfhA es una adhesina de P. 
multocida  que  ha  mostrado  ser  importante  en  su  virulencia  y  es  similar  a  la 
hemaglutinina filamentosa de Bordetella pertussis. Los estudios han demostrado que 
existen  dos  copias  distintas  de  pfhA,  y  que  mutaciones  en  los  genes  codificantes 
pueden  afectar  la  adherencia  de  la  bacteria  a  la  célula  blanco,  lo  que  podría 
representar  que  esta  proteína  juegua  un  rol  importante  en  la  virulencia  de  P. 
multocida (Fuller et al., 2000). El gen pfhA ha sido asociado a los serogrupos A, B, E y F 
(Ewers et al., 2006). Sin embargo, Tang et al. (2009) encontró aislados del serogrupo D 
positivos  a  la  presencia  de  este  gen,  aunque  su  prevalencia  fue menor  que  en  los 
aislados del serogrupo A (Tang et al., 2009). 
En nuestro  estudio,  el  gen pfhA que  codifica  la hemaglutinina  filamentosa  tiene un 



















Es  conocido que  las bacterias de  la  familia Pasteurellaceae necesitan de  fuentes de 
hierro para  la proliferación en  la célula blanco. Bajas concentraciones de hierro  libre 
en  las membranas mucosas de  los tejidos es una  línea de defensa contra  la  infección 
bacteriana.  La  adquisición  de  hierro  es  un  determinante  de  patogenicidad  de  P. 







como  sanos  (Bethe  et  al.,  2009).  El  resto  de  los  aislados  fue  positivo  al  gen  tbpA 
(97,7%).  La detección del gen  tbpA  fue del 80% en aislados de ovinos  (Ewers et al., 
2006). Sin embargo, Tang et al. (2009) encontraron que ningún aislado de porcinos fue 
positivo  a  la  presencia  de  este  gen  (Tang  et  al.,  2009).  En  este  último  estudio  se 
encontraron altos porcentajes de prevalencia de otros genes que codifican sistemas de 
captación de hierro  como  el  hgbA,  tonB,  exbB  y  exbD.  Esto  podría  suponer que  en 
ausencia de un sistema de captación de hierro, la presencia de otros sistemas similares 










ha  asociado  con  la  presencia  de  enfermedad.  La  mayoría  de  los  aislados  de  este 


























Nº  %  Nº  %  Nº  % 
Betalactámicos 
Penicilínicos 
Amoxicilina 30 483 99,0 0 0 5  1 





30+15  483  99,0  4  0,8  1  0,2 
Betalactámicos 
Cefalosporínicos 
Ceftiofur  30 481 98,6 3 0,6 4  0,8 
Cefquinome 30 482 98,8 2 0,4 4  0,8 
Tetraciclinas   Doxiciclina 80 474 97,1 9 1,8 5  1 
Tetraciclina  30 462 94,7 5 1 21  4,3 
Quinolonas  Enrofloxacino 10 482 98,8 1 0,2 5  1 
Macrólidos   Eritromicina 78 212 43,5 179 36,7 97  19,8 
Tilosina  150 19 3,9 28 5,7 441  90,4 
Fenicoles  Florfenicol 30 488 0 0 0 0  0 





15+200  485  99,4  3  0,6  0  0 
 
Los  porcentajes  de  resistencia  más  frecuentemente  encontrados  fueron  a  tilosina 
90,4%  (441/488) y a eritromicina 19,8%  (97/488). Menos del 10% de  los aislados fue 
resistente  a  tetraciclina  4,3%  (21/488),  gentamicina  3,5%  (17/488),  penicilina  1,2% 










En  la Tabla 52 se muestran  los fenotipos de resistencia detectados en  las especie del 
complejo  Mannheimia‐Bibersteinia.  Los  7  aislados  resistentes  de  M.  ruminalis  lo 
fueron  a  la  tilosina.  Los  15  aislados  resistentes  de M.  glucosida  presentaron  varias 
resistencias y en todas se incluyó la resistencia a la tilosina. En la tabla 53 se muestran 
el  número  de  resistencias  detectadas  por  especie.  Se  consideró  aislado 



















TIL 307 (71,9) 5 (33,3) 7 (100) 0 (0)  319 (70,9) 
ERI, TIL 81 (19) 2 (13,3) 0 (0) 0 (0)  83 (18,4) 
TET, TIL 5 (1,2)  3 (20,0) 0 (0) 1 (100)  9 (2,0) 
ERI, GEN, TIL 7 (1,6)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  7 (1,6) 
GEN, TIL 6 (1,4)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  6 (1,3) 
ENRO 3 (0,7)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  3 (0,7) 
PEN, TIL 3 (0,7)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  3 (0,7) 
TET, ERI, TIL 2 (0,5)  1 (6,7) 0 (0) 0 (0)  3 (0,7) 
AMOX, TIL 2 (0,5)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  2 (0,4) 
CEFT, CEFQ, TET, GEN 2 (0,5)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  2 (0,4) 
TET, DOX, ERI, TIL 1 (0,2)  1 (6,7) 0 (0) 0 (0)  2 (0,4) 
AMOX 0 (0)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
AMOX, AM+AC, CEFT, PEN, TIL  1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
AMOX, PEN 0 (0)  1 (6,7) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
CEFQ, TET, TIL 1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
CEFT, CEFQ, ERI, TIL 1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
ENRO, TIL 1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
GEN 1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
TET 1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
TET, DOX 1 (0,2)  0 (0) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 
TET, DOX, ERI, ENRO, PEN, TIL  0 (0)  1 (6,7) 0 (0) 0 (0)  1 (0,2) 





























0  1 (100)  2 (11,8)  29 (6,4)  5 (41,7)  1 (50,0)  38 (7,8) 
1  0 (0,0)  5 (29,4)  313 (68,6)  7 (58,3)  0 (0,0)  325 (66,6) 
2  0 (0,0)  6 (35,3)  99 (21,7)  0 (0,0)  1 (50,0)  106 (21,7) 
3  0 (0,0)  1 (5,9)  10 (2,2)  0 (0,0)  0 (0,0)  11 (2,3) 
4  0 (0,0)  2 (11,8)  4 (0,9)  0 (0,0)  0 (0,0)  6 (1,2) 
5  0 (0,0)  0 (0,0)  1 (0,2)  0 (0,0)  0 (0,0)  1 (0,2) 
6  0 (0,0) 1 (5,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (0,2) 
* No se incluye el aislado de B. trehalosi porque fue sensible a todos los antibióticos analizados. **AMOX: 
amoxicilina, AM+AC:  amoxicilina+  ac.  clavulónico,  CEFT:  ceftiofur,  CEFQ:  cefquinome, DOX:  doxiciclina, 




controlar  las  infecciones clínicas  (Kehrenberg et al., 2001b; Brogden et al., 2007). La 
resistencia  a  antibióticos  en  bacterias  patógenas  que  afectan  a  los  animales  de 
producción son un problema mundial de salud pública  (White et al., 2002). Estudios 






difusión  en  disco  (Mevius  y  Hartman,  2000)  y  midiendo  su  Concentración  Minina 
Inhibitoria  (CMI)  (Hormansdorfer  y  Bauer,  1996).  En  ambos  casos  los  aislados 
mostraron  una  baja  resistencia  (menor  al  17%)  a  neomicina,  gentamicina, 
espectinomicina,  polimixina  B,  flumequina,  enrofloxacina  y  cloramfenicol,  y  alta 
resistencia  (de 17 a 80%)  a penicilina,  amoxicilina,  ampicilina, oxacilina,  tetraciclina, 
tilosina,  sulfametoxazol  +  trimetoprim,  tilmicosina  y  estreptomicina  (Watts  et  al., 
1994; Apley, 1997; Welsh et al., 2004). Además aislados de M. haemolytica han sido 










comensales,  es  a  menudo  una  resistencia  adquirida  a  través  de  plásmidos  y 
transposones.  En  nuestro  estudio,  los  aislados  de M.  haemolytica  aún  parecen  ser 
bastante  sensibles  a  la  mayoría  de  antibióticos  utilizados  en  el  tratamiento  de 
infecciones  respiratorias  en  rumiantes,  teniendo  una  baja  frecuencia  de  aislados 
multirresistentes.  
La  alta  resistencia  a  los  macrólidos  (como  tilosina)  en  nuestros  aislados  debe  ser 
tomada en cuenta en futuros tratamientos. Antibióticos de la familia de los macrólidos 
como  la tilmicosina, son a menudo recomendados para el tratamiento de  infecciones 






La  sensibilidad  a  los  antimicrobianos  de  aislados  de  P.  multocida  fue  evaluado 
midiendo la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los 87 aislados de P. multocida 
frente a 18 antimicrobianos (Tabla 54). El 100% de los aislados fue resistente al menos 
a  un  antibiótico  y  81,6%  (71/87)  fue  multirresistente  (se  consideró  como  aislado 



















Nº  % Nº % Nº  % 
Ceftiofur 87  100 0 0 0 0 
Gentamicina  87  100  0  0  0  0 
Florfenicol  87  100  0  0  0  0 
Tiamulina  60  69  0  0  27  31 
Clortetraciclina  86  98,9  1  1,1  0  0 
Oxitetraciclina  73  83,9  0  0  14  16,1 
Penicilina  81  93,1  0  0  6  6,9 
Ampicilina  87  100  0  0  0  0 
Danofloxacina  87  100  0  0  0  0 
Neomicina  84  96,6  3  3,4  0  0 
Sulfametoxazol + Trimetoprim  87  100  0  0  0  0 
Espectinomicina  87  100  0  0  0  0 
Tilosina  3  3,4  8  9,2  76  87,4 
Tulatromicina  85  97,7  1  1,1  1  1,1 
Tilmicosina  59  67,8  2  2,3  26  29,9 
Clindamicina  0  0  0  0  87  100 
Sulfadimetoxina  23  26,4  0  0  64  73,6 
Enrofloxacino  87  100  0  0  0  0 
 
El  fenotipo multirresistente más  frecuente 20,7%  (18/87)  fue el  resistente a  tilosina, 
clindamicina y  sulfadimetoxina  (Tabla 55). La multirresistencia  fue más  frecuente en 
aislados del  serogrupo A 73,6%  (39/53) y en  la  subespecie  séptica 73,2%  (41/56). El 
fenotipo multirresistente más frecuente en el serogrupo A fue el resistente a tilosina, 
tilmicosina,  clindamicina  y  sulfadimetoxina  16,98%  (9/53),  en  el  serogrupo D  fue  el 
fenotipo  resistente  a  tilosina,  clindamicina  y  sulfadimetoxina  35,48%(11/31).  En  la 
subespecie  multocida  el  fenotipo  multirresistente  más  frecuente  fue  a  tilosina, 
clindamicina y sulfadimetoxina 35,48% (11/31). En la subespecie septica fueron dos los 














Nº  (%) A D CAP‐ multocida  septica 
CLI  2  2,3  2  0  0  0  2 
CLI, SDM  2  2,3  2  0  0  0  2 
OXY, CLI, SDM  3  3,4  2  1  0  1  2 
OXY, PEN, CLI, SDM  1  1,1  1  0  0  0  1 
OXY, TIL, CLI, SDM  1  1,1  1  0  0  0  1 
OXY, TYLT, CLI, SDM  6  6,9  6  0  0  0  6 
PEN, TYLT, CLI  1  1,1  1  0  0  0  1 
PEN, TYLT, CLI, SDM  1  1,1  1  0  0  0  1 
PEN, TYLT, TIL, CLI  1  1,1  1  0  0  1  0 
PEN, TYLT, TIL, CLI, SDM  1  1,1  1  0  0  0  1 
TIA, CLI  1  1,1  1  0  0  0  1 
TIA, OXY, TYLT, CLI, SDM  3  3,4  2  0  1  0  3 
TIA, PEN, TYLT, CLI  1  1,1  0  0  1  0  1 
TIA, TYLT, CLI  1  1,1  0  1  0  1  0 
TIA, TYLT, CLI, SDM  12  13,8  4  8  0  8  4 
TIA, TYLT, TIL, CLI  3  3,4  2  1  0  1  2 
TIA, TYLT, TIL, CLI, SDM  6  6,9  1  5  0  5  1 
TIL, CLI  1  1,1  1  0  0  0  1 
TYLT, CLI  10  11,5  8  2  0  1  9 
TYLT, CLI, SDM  18  20,7  7  11  0  11  7 
TYLT, TIL, CLI, SDM  11  12,6  9  1  1  2  9 




En  la Tabla 56  se  indican  las  concentraciones mínimas  inhibitorias  (CMI's) de  los 18 
antimicrobianos estudiados. 
Diversas  investigaciones  han  determinado  que  las  cefalosporinas  (cefazolina  y 
ceftiofur), el  florfenicol y  las  fluoroquinolonas  (ciprofloxacino, enrofloxacino)  son  las 
drogas más activas contra P. multocida (Salmon et al., 1995; Kehrenberg et al., 2001b; 
Yoshimura  et  al.,  2001;  Kumar  et  al.,  2009;  Tang  et  al.,  2009),  mientras  que  los 














Resistencia0.125  0.25  0.5  1  2  4  8  16  32  64  128  256  512  2/38 
XNL    86    1                      8  0 
GEN        66  19  2                  16  0 
FFN    45  41  1                      8  0 
TIA            2  12  46  27            32  31 
CTET      64  6  2  14  1                16  0 
OXY      55  13  5      14              16  16,1 
PEN  81  5    1                      0,25  6,9 
AMP    87                          1  0 
DANO  87                            4  0 
NEO            84  3                  0 
SXT                            87  ≤4/76  0 
SPE              5  72  10            128  0 
TYLT        1  2    8  50  24  2          16  87,4 
TUL        65  10  4  5  1  1  1          64  1,1 
TIL            54  5  2  19  7          32  29,9 
CLI            2  8  70  7            4  100 
SDM                        23  64    512  73,6 
ENRO  86  1                          2  0 
a. XNL: CEFTIOFUR, GEN: GENTAMICINA, FFN: FLORFENICOL, TIA: TIAMULINA, CTET: CLORTETRACICLINA, OXY: OXITETRACICLINA, PEN: PENICILINA, AMP: AMPICILINA, DANO: 









Las  resistencias  observadas  en  nuestro  estudio  se  aproximan  a  los  porcentajes 
encontrados  por  otros  investigadores  para  algunos  antibióticos.  Tang  et  al.  (2009) 
tuvieron  porcentajes  de  resistencia  similares  a  nuestros  resultados  en  cepas  de  P. 
multocida aisladas de  cerdos, el 98,6%  fue  resistente al menos a un antibiótico y el 
93,1% fue clasificado como multirresistente.  
Los  porcentajes  de  resistencia  para  los  antibióticos  también  fueron  similares  para 
clindamicina  (80,3%)  y  tilmicosina  (28,3%).  Tampoco  encontraron  resistencias  a 
ceftiofur,  florfenicol  y  neomicina.  Sin  embargo,  difieren  en  los  porcentajes  de 
resistencia  para  sulfametoxazol+trimetoprim  (74,2%),  clortetraciclina  (65,2%), 
tetraciclina  (58%),  gentamicina  (13,7%)  y  espectinomicina  (12%).  No  evaluaron  los 
antibióticos:  tilosina, sulfadimetoxina,  tiamulina, penicilina,  tulatromicina, ampicilina, 
danofloxacino y enrofloxacino.  
En este estudio, debemos resaltar el alto porcentaje de resistencia a macrólidos en los 
aislados  de  P.  multocida,  al  igual  que  en  los  aislados  de  M.  haemolytica.  Una 
emergencia de aislados  resistentes a esta  familia parece estar extendiéndose dentro 
de estos géneros. El uso indiscriminado de antibióticos de la familia de los macrólidos, 
a menudo  indicado para el tratamiento de  las  infecciones respiratorias en rumiantes, 
podría  ser una de  las causas de  la emergencia de estas  resistencias. Al  igual que en 
otros estudios resistencias a florfenicol y ceftiofur no se encontraron en P. multocida 
(Catry et al., 2005b). 
Además,  los  aislados  del  serotipo  D  fueron  los  que  mayor  porcentaje  de 
multirresistencia  presentaron,  a  diferencia  de  nuestro  estudio,  donde  fueron  los 
aislados  del  serotipo  A  los  que  presentaron mayor  porcentaje  de multirresistencia. 
Esta  diferencia  puede  deberse  a  que  en  ovinos  y  en  porcinos  los  serotipos  más 
frecuentes  son A y D,  respectivamente. Aunque algunos autores no han encontrado 
ninguna asociación entre el serogrupo y la resistencia antibiótica (Kumar et al., 2009). 










en  el  alimento,  ha  podido  probablemente  aumentar  la  presión  selectiva  de  cepas 
resistentes.  
Los  aislados  de  P.  multocida  de  este  estudio  presentaron  un  alto  grado  de 
multirresistencia, que podrían haber emergido debido a la presión selectiva por el mal 




La emergencia de cepas resistentes a antibióticos puede ser  la causa de  los  fallos en 
los  tratamientos y a que muchas veces no  se utiliza el medicamento adecuado.  Los 
tratamientos  inadecuados podrían seguir seleccionando microorganismos  resistentes 
que  no  pueden  ser  eliminados.  Esto  produce  pérdidas  económicas,  además  de 
convertirse  en  un  importante  problema  de  salud  pública  al  ser  P.  multocida  un 
microorganismo  que  afecta  a  una  gran  variedad  de  especies  animales  e  incluso  al 
hombre (Davies et al., 2004). 
 
V.12.  RESULTADOS  GLOBALES  DEL  AISLAMIENTO  EN  RELACIÓN  A  LAS  LESIONES 
NEUMÓNICAS  
V.12.1.  Frecuencia  de  aislamiento  y  asociación  con  la  presencia  de  lesiones 
neumónicas 
La  frecuencia de aislamiento de miembros de  la  familia Pasteurellaceae  fue alta:  se 
aisló algún miembro de la familia en el 62,33% (164/263) de los pulmones analizados 
(Tabla 57). Se encontró una asociación entre el grado de consolidación pulmonar y el 
crecimiento  bacteriano  de  la  familia  Pasteurellaceae  (Tabla  57).  La  fuerza  de  la 
asociación fue mayor en los grados de consolidación 2 (OR 14,95; IC95% 3,38 – 66,18) 































0  (0)  112 (42,6)  51 (31,10)  61 (61,62)  1 
1  (0,1 a 20)  107 (40,7)  72 (43,90)*  35 (35,36)  2,46 (1,42 – 4,26) 
2  (20,1 a 40)  27 (10,3)  25 (15,24)*  2 (2,02)  14,95 (3,38 – 66,18) 
3  (40,1 a 60)  13 (4,9)  12 (7,32)*  1 (1,01)  14,35 (1,80 – 114,20) 
4  (60,1 a 80)  2  (0,8)  2 (1,22)  0 **  ‐ 
5  (80,1 a 100)  2 (0,8)  2 (1,22)  0 **  ‐ 
















M. haemolytica  139 (52,85)  92 (60,9)a  47 (42,0)  2,15 (1,31‐3,55) 
M. glucosida  16 (6,08)  7 (4,7)  9 (8,0)   
M. ruminalis  14 (5,32)  6 (4,0)  8 (7,1)   
M. varigena  2 (0,76)  2 (1,3)  0 (0,0)   
B. trehalosi  1 (0,38)  1 (0,7)  0 (0,0)   




De  acuerdo  al  aislamiento  bacteriano  se  consideraron  4  categorías  dentro  del 
Complejo  Respiratorio.  La  categoría  “0”  incluye  los  pulmones  donde  no  se  detectó 
ningún miembro de  la  familia Pasteurellaceae,  la categoría “1”  incluye  los pulmones 














La distribución de  las puntuaciones de  consolidación pulmonar obtenidas para  cada 
pulmón y como se distribuyen en cada uno de los muestreos de acuerdo a la categoría 
de  complejo  respiratorio  encontrada  se  resumen  en  la  Figura  25.  Las medianas  de 
puntuación  del  grado  de  consolidación  pulmonar  en  la  categoría  “2”  del  complejo 
















(2003)  en  un  estudio  realizado  en  ovejas  al  norte  de  Nigeria  obtuvo  un  25,3% 
(338/1335) de aislamientos positivos de la antes denominada P. haemolytica (Odugbo 
et al., 2003) y Kirkan y Kaya (2005) en un estudio realizado en Turquía, obtuvieron un 
12%  (24/200)  de  aislamiento  positivos  al  Complejo  M‐B  (Kirkan  y  Kaya,  2005). 
Diferencias entre el porcentaje de positivos al aislamiento pueden deberse a diversos 
factores que van desde una baja prevalencia del microorganismo en el lugar de crianza 
de  donde  proceden  las  muestras  hasta  la  técnica  de  procesado  y  siembra  de  las 
muestras. 
En este estudio, la mayoría de las muestras se obtuvieron entre los meses de febrero y 
junio de  los  años  2008  y  2009.  La  frecuencia de  aislamiento de M.  haemolytica  en 
climas  templados  varía  de  forma  estacional,  siendo  más  prevalente  durante  la 
primavera  y  el  inicio  del  verano  (Gilmour  y  Gilmour,  1989b; Martin,  1996).  En  un 
estudio realizado por Daniel et al. 2006,  las  lesiones neumónicas en corderos  fueron 
significativamente  más  altas  en  animales  nacidos  en  primavera  que  en  animales 
nacidos  en  otoño.  La  prevalencia  de  lesiones  en  pulmones  puede  estar  asociada  a 
factores  ambientales  y,  por  tanto,  se  podría  reducir  con  sistemas  de  manejo 
adecuados (Daniel et al., 2006).  
M.  haemolytica  y  P.  multocida  son  habitantes  normales  de  la  nasofaringe  de  los 
ovinos. El aislamiento de bacterias de  la  familia Pasteurellaceae de partes  inferiores 
del tracto respiratorio en animales clínicamente sanos se ha indicado previamente en 
terneros  (Angen  et  al.,  2009).  Por  tanto,  un  cierto  nivel  de  aislamiento  de  M. 






clínicamente  sanos  y  que  no  presentaban  lesiones  neumónicas  en  el momento  del 
sacrificio. En este estudio, se encontró una asociación estadística significativa entre la 
presentación  de  lesiones  neumónicas  y  un  resultado  positivo  al  aislamiento  de M. 
haemolytica  y/o  P.  multocida  (Tabla  58).  La  frecuencia  de  aislamiento  de  M. 
haemolytica  y/o P. multocida  fue mayor en  los pulmones que presentaban  lesiones 
macroscópicas compatibles con neumonía que en los que no las presentaban con una 
OR de 2,15 (IC95% 1,31‐3,55) y de 3,29 (IC95% 1,78‐6,08), respectivamente.  
La  asociación  de  lesiones  pulmonares  con  el  aislamiento  de  M.  haemolytica  y  P. 
multocida  indica  que  ambas  bacterias  tienen  un  rol  altamente  significativo  en  la 
neumonía  de  los  corderos  (Daniel  et  al.,  2006).  M.  haemolytica  y  P.  multocida 
producen  neumonía  principalmente  en  animales  mayores  de  3  meses  de  edad 




y  Davies,  2002).  Está  generalmente  aceptado  que  M.  haemolytica  es  el  principal 
agente  etiológico de  la pasteurelosis neumónica ovina,  ya que P. multocida ha  sido 
infrecuentemente citada como causa de neumonía en ovinos (Odugbo et al., 2006). Sin 
embargo,  los  resultados  de  este  estudio  indican  que  P. multocida  podría  contribuir 
significativamente  a  la  neumonía  ovina,  al  menos  en  los  procesos  crónicos  o 
subagudos  que  originan  lesiones  que  se  observan  en  matadero.  P.  multocida  se 
considera  un  patógeno  poco  común  en  los  ovinos  de  Europa  y  EEUU  y  se  aísla 
mayoritariamente de ovejas con neumonía.  
En el 53,6% (141/263) de los pulmones analizados se aislaron bacterias pertenecientes 
al complejo Mannheimia‐Bibersteinia  (Tabla 59). En  todos  los pulmones positivos  se 
aisló M. haemolytica en  infección  simple o en  combinación  con otros miembros del 


















1  M. haemolytica 112  79,43 
  M. glucosida 1 0,71 
2  M. haemolytica + M. glucosida 14 9,93 
  M. haemolytica + M. varigena 1 0,71 
  M. haemolytica + M. ruminalis 11 7,80 
  M. glucosida + M. ruminalis 1 0,71 







vacas  (Bisgaard  y  Mutters,  1986;  Angen  et  al.,  1999a;  Angen  et  al.,  1999b)  y 
principalmente en la forma no hemolítica, no estando asociada a ninguna enfermedad. 
M. varigena se ha asociado con neumonía, septicemia y enteritis en bovinos y porcinos 







La  frecuencia  de  detección  de M.  haemolytica  fue  relativamente  alta  en  todos  los 























1  Madrid Norte  Badajoz  13/45 (28,89%) 6/9  7/36  8,28 (1,65‐41,58) 
2  Madrid Norte  Badajoz  33/52 (63,52%) 21/27  12/25  3,79 (1,14‐12,58) 
3  Colmenar Viejo Cáceres  13/30 (43,33%) 9/14  4/16  5,4 (1,12‐26,05) 
4  Colmenar Viejo Cáceres  25/30 (83,83%) 16/20  9/10  0,45 (0,04‐4,6) 
5  Colmenar Viejo Cáceres  18/31 (58,06%) 13/24  5/7  0,47 (0,07‐2,93) 
6  Colmenar Viejo Cáceres  19/31 (61,29%) 10/16  9/15  1,11 (0,26‐4,72) 
7  Getafe  Madrid  17/40 (42,5%)  16/37  1/3  1,52 (0,13‐18,33) 
8*  Colmenar Viejo Madrid  1/4 (25%)  1/4  0/4  ‐ 
Total    139/263  92/151  47/112  2,25 (1,36 – 3,71) 








(9/30) de  los pulmones analizados. En el  lote 8  solo  se analizaron 4 pulmones  y en 




de  un  pulmón  que  presentaba  lesiones.  En  el muestreo  6  tan  solo  se  aisló  de  dos 























1  Madrid Norte  Badajoz  1/45  1/9  0/36  ‐ 
2  Madrid Norte  Badajoz  33/52a  22/27  11/25  5,60 (1,60‐19,58) 
3  Colmenar Viejo Cáceres  1/30  1/14  0/16  ‐ 
4  Colmenar Viejo Cáceres  9/30 a  6/20  3/10  1 (0,19‐5,24) 
5  Colmenar Viejo Cáceres  0/31  0/24  0/7  ‐ 
6  Colmenar Viejo Cáceres  2/31  0/16  2/15  ‐ 
7  Getafe  Madrid  23/40 a  22/37  1/3  2,93 (0,24‐35,33) 
8  Colmenar Viejo Madrid  4/4  4/4  0/0  ‐ 
Total    73/263  56/151  17/112  3,79 (2,02‐7,12)b 
        OR MH  2,52 (1,13‐5,63) b 














nivel basal de  la presencia de  este microorganismo en  las explotaciones de  las que 
proceden los corderos sacrificados, mientras los picos en la frecuencia de aislamiento 






explotación.  No  disponemos  de  los  datos  de  los  antecedentes  clínicos  de  las 
explotaciones  de  las  que  procedían  los  corderos  sacrificados  en  los  lotes 
correspondientes. No obstante, la observación de los profesionales clínicos indica que 
la presencia de procesos respiratorios es frecuente en las explotaciones de ovino. 













A  pesar  del  potencial  de  P.  multocida  de  causar  pasteurelosis  neumónica  en  los 
corderos,  su  papel  ha  sido  en  gran parte  ignorado.  Probablemente  en  los  casos de 
campo  de  neumonía  ovina  atribuidos  a M.  haemolytica  el  aparente  fracaso  de  las 
vacunas contra  la pasteurelosis neumónica, podría deberse en parte a  la  implicación 
de P. multocida (Black et al., 1997).  
Los  esfuerzos  actuales  por  controlar  la  Pasteurelosis  neumónica  están  dirigidos  a 
prevenir las infecciones por M. haemolytica, por lo que la prevalencia de la neumonía 
por P. multocida podría aumentar de  forma  significativa  con el  tiempo.  La  infección 
por P. multocida en  los pequeños  rumiantes debe  recibir más atención, debiéndose 










V.12.3.  Características  de  los  aislados  de  M.  haemolytica  y  P.  multocida  por 
pulmones. 
V.12.3.1. Características de los aislados de M. haemolytica 
Los  serotipos  más  frecuentes  detectados  en  pulmones  con  lesiones  neumónicas 
fueron: A7 15,9% (24/151), A6 9,3%(14/151), A12 10,6% (16/151) y A9 8,6% (13/151) 
(Tabla  62).  En  el  35,1%  (53/151)  de  los  pulmones  con  lesiones  neumónicas  se 
detectaron  aislados  no  tipificables  (NT)  (Tabla  62).  Cabe  resaltar  que  en  algunos 
pulmones  se  detectaron  cepas  de  serotipos  distintos,  por  lo  que  se  denominó 
infección  simple,  cuando  en  la muestra  se  detectaron  cepas  del mismo  serotipo  e 
infección  mixta  cuando  se  detectaron  cepas  de  serotipos  distintos  en  la  misma 
















A1  10 (3,8)  7 (4,6)  3 (2,7) 
A2  12 (4,6)  7 (4,6)  5 (4,5) 
A5  15 (5,7)  11 (7,3)  4 (3,6) 
A6  27 (10,3)  14 (9,3)  13 (11,6) 
A7  35 (13,3)  24 (15,9)  11 (9,8) 
A8  10 (3,8)  9 (6,0)  1 (0,9) 
A9  22 (8,4)  13 (8,6)  9 (8,0) 
A11  1 (0,4)  1 (0,7)  0, (0,0) 
A12  21 (8,0)  16 (10,6)  5 (4,5) 
A13  4 (1,5)  3 (2,0)  1 (0,9) 
A14  1 (0,4)  0 (0,0)  1 (0,9) 
A17  6 (2,3)  4 (2,6)  2 (1,8) 
NTa  86 (32,7)  53 (35,1)  33 (29,5) 




































A1 A2 A5 A6 A7
A9 A12 NT Negativo A1+A2+A7
A13+A17 A5+A12 A5+A7 A6+A8 A6+A9





























A1 A2 A5 A6 A7
A8 A9 A12 A13 A17
NT Negativo A1+A2+A12 A1+A7+A8 A1+A9
A2+A5+A6 A2+A7 A5+A7 A5+A9 A6+A12












El  serotipo  aislado  parece  tener  relación  con  la  intensidad  de  la  lesión  neumónica 
según algunos estudios. Odugbo et al. 2004, encontraron que ovejas infectadas con el 
serotipo A2  tuvieron mayores puntuaciones  en  el  grado de  consolidación pulmonar 
comparado con  las  inoculadas con  los  serotipos A1 y A6 o A9, aunque esto no  tuvo 
significancia estadística. El promedio de extensión de la lesión en las ovejas inoculadas 
con  A2,  A7  y  A9  fueron  significativamente más  altos  que  los  inoculados  con  otros 
serotipos,  de  lo  que  se  deduce  que  estos  serotipos  poseen  un  tropismo  al  tejido 
pulmonar de corderos más alto que otros serotipos (Odugbo et al., 2004). 
Los  serotipos  A2,  A6,  A9,  A11  y  aislados  NT  pueden  encontrarse  en muestras  de 
pulmones  de  bovinos  con  pasteurelosis  neumónica  (Al‐Ghamdi  et  al.,  2000).  El 
aislamiento  de  otros  serotipos  causando  enfermedad  puede  ser  sugerente  de  un 




M.  haemolytica,  debido  a  la  inclusión  de  toxoides  que  neutralizan  la  leucotoxina 
(Confer, 1993),  la  inmunidad es generalmente tipo especifica  (Chandrasekaran et al., 
1991;  Donachie  et  al.,  1995).  Estudios  experimentales  con  diversas  vacunas  han 
evidenciado un buen nivel de  inmunidad contra M. haemolytica, sin embargo, en  los 
estudios  de  campo  las  mismas  vacunas  indujeron  bajos  niveles  de  anticuerpos 
protectores,  lo  que  sugiere  que  la multiplicidad  de  serotipos  en  el  campo  de  esta 
especie, puede ser la responsable de los fallos vacunales (Gilmour et al., 1989; Gilmour 
y Gilmour, 1989b) 
Se determinó  la asociación entre  la presencia de  lesiones neumónicas y  la detección 







los  86  aislados  positivos  al  gen  el  72,1%  (62/86)  fue  detectado  en  pulmones  con 
lesiones neumónicas. Existiendo asociación estadística significativa (p<0,0008) entre la 
presencia del gen irp y la lesión (OR: 2,55; IC al 95% 1,47 – 4,45) (Figura 28). 
En  la mayoría  de  patógenos  oportunistas,  los  genes  asociados  a  la  virulencia  son 
expresados  solo durante  la  infección del  tejido blanco  (Mekalanos, 1992). Pulmones 
puntuados  con  altos  porcentajes  de  neumonía muestran  la  expresión  de  un mayor 
número de factores de virulencia (Lo et al., 2006). 
M. haemolytica y P. multocida utilizan sistemas de captación de hierro para sobrevivir 
en  el  tejido  que  infectan.  Sin  embargo,  existe  evidencia  de  que  ambos 
microorganismos utilizan diferentes estrategias para adaptarse a ambientes limitados 
en hierro en su hospedador bovino (Roehrig et al., 2007). 
Las  diferentes  especies  de Mannheimia  requieren  una  alta  concentración  de  hierro 
































excepto en un pulmón  (muestra 69) en el que  se aislaron  conjuntamente  cepas del 
serogrupo A y D. En el 17,5% (46/263) de  los pulmones se aisló solo P. multocida del 





(Tabla  63).  No  se  encontraron  diferencias  (OR  2,55;    IC  95%  0,64‐  10,10)  entre  el 
serogrupo de  los aislados  (A o D) y  la presencia de  lesiones neumónicas. Es decir,  la 
presencia de lesiones neumónicas se asoció indistintamente a los serogrupos A y D. 
Se  considera  que  existe  una  asociación  entre  el  tipo  de  serogrupo  capsular  y  el 
hospedador y la enfermedad que origina (Choi et al., 2001; Davies, 2004; Davies et al., 
2004;  Ewers  et  al.,  2006;  Bethe  et  al.,  2009).  La  neumonía  bovina  está  causada 































































A  33  12  2,93  1,43‐6,01 
D  21  3  7,46  2,15‐25‐84 
No aislamiento  92  98  1   
 
En el ganado porcino  la pasteurelosis neumónica  se asocia a  cepas  toxigénicas y no 
toxigénicas  del  serogrupo  A  aunque  también  se  ha  indicado  el  aislamiento  del 









La  distribución  de  serogrupos  de  P.  multocida  en  los  aislados  ovino  parece  ser 
diferente que en otras especies animales (Davies et al., 2003). Los brotes de neumonía 
en ovinos y cabras ocasionados por P. multocida, han sido asociados a los serogrupos 
A  y  D  (Chandrasekaran  et  al.,  1991;  Zamri‐Saad  et  al.,  1996).  Similares  resultados 
















de M. haemolytica  (serotipos más comunes A6, A7, A9 y A12),  tipo de  infección por 
serotipos de M. haemolytica  (simple o mixta), Perfiles  genéticos de M. haemolytica 
(solo  se  tomaron en cuenta  los perfiles 1 y 2 y  los demás  se agruparon en “otros”), 
Sensibilidad a la tilosina, tetraciclina, y betalactámicos, y resultado final de resistencia 
a antibióticos (sensible, resistente o multirresistente). 
En el análisis se  introdujeron  los 263 pulmones  tomados como muestra. Los clusters 
obtenidos  fueron posteriormente  relacionados con  las variables,  lesión neumónica y 
grado de consolidación pulmonar y número de muestreo. Los pulmones estudiados se 
agruparon  en  cuatro  clusters  distintos  (Tabla  64).  El  cluster  1  englobó  a  todos  los 
pulmones (100%) en los que no se aislaron M. haemolytica ni P. multocida y todos los 
pulmones  en  los  que  se  aislaron  bacterias  que  no  pertenecían  a  la  familia 
Pasteurellaceae (Tabla 64).  
El cluster 2 incluye a todos los pulmones en los que se aisló P. multocida en infección 
simple,  es  decir,  en  ausencia  de M.  haemolytica  (Tabla  64).  En  el  83,33%  de  estos 
pulmones se aisló P. multocida en pureza. Las características que definen a los aislados 
de P. multocida que infectaban a los pulmones de este cluster son el serotipo capsular 
A  (66,67%),  la  multirresistencia  a  antibióticos  (79,17%)  y  el  perfil  genético  1100 
(87,50%), es decir, son cepas toxigénicas que además tienen el gen tbpB. 




los  genotipos  1  y  2  (Tabla  64).  El  75%  de  los  pulmones  en  los  que  se  detectó  la 























TETRACIC  Negativo  100,00  39,92  100,00  18,45  0,000  105 
TILOSINA  Negativo  100,00  39,92  100,00  18,45  0,000  105 
BETALACT  Negativo  100,00  39,92  100,00  18,45  0,000  105 
Categoría Complejo Respiratorio  Negativa  100,00  39,92  100,00  18,45  0,000  105 
Resistencia a antibióticos  Sensible  100,00  40,68  98,13  17,97  0,000  107 
Perfil genético M.h. Resumen  Ninguno  100,00  49,05  81,40  14,89  0,000  129 
A12  Negativo  100,00  49,05  81,40  14,89  0,000  129 
A9  Negativo  100,00  49,05  81,40  14,89  0,000  129 
A6  Negativo  100,00  49,05  81,40  14,89  0,000  129 
M. haemolytica  Negativo  100,00  49,05  81,40  14,89  0,000  129 
A7  Negativo  100,00  49,05  81,40  14,89  0,000  129 
Infección serotipo M.h.  Negativo  100,00  54,37  73,43  13,44  0,000  143 
Grado de pureza  Negativo  47,62  19,01  100,00  10,18  0,000  50 
Perfiles genéticos P. multocida  Ninguno  100,00  72,24  55,26  9,28  0,000  190 
P. multocida  Negativo  100,00  72,24  55,26  9,28  0,000  190 
PCR serotipo capsular P. m  Ninguno  100,00  73,38  54,40  9,03  0,000  193 





















Categoría Complejo Respiratorio  P. multocida  100,00  9,13  100,00  12,20  0,000  24 
Grado de pureza  Solo P.multocida  83,33  7,98  95,24  10,28  0,000  21 
P. multocida  Positivo  100,00  27,76  32,88  7,87  0,000  73 
Perfiles genéticos P. multocida  1100  87,50  20,91  38,18  7,26  0,000  55 
A6  Negativo  100,00  49,05  18,60  5,59  0,000  129 
A9  Negativo  100,00  49,05  18,60  5,59  0,000  129 
Perfil genético M.h. Resumen  Ninguno  100,00  49,05  18,60  5,59  0,000  129 
A7  Negativo  100,00  49,05  18,60  5,59  0,000  129 
M. haemolytica  Negativo  100,00  49,05  18,60  5,59  0,000  129 
A12  Negativo  100,00  49,05  18,60  5,59  0,000  129 
PCR serotipo capsular P. m  A  66,67  17,49  34,78  5,52  0,000  46 
Resistencia a antibióticos  Multirresistente  79,17  27,38  26,39  5,37  0,000  72 
TETRACIC  Positivo  41,67  8,37  45,45  4,64  0,000  22 
Infección serotipo M.h.  Negativa  95,83  54,37  16,08  4,45  0,000  143 
BETALACT  Negativo  91,67  54,37  15,38  3,89  0,000  143 




















Categoría Complejo Respiratorio  P.m+M.h 100,00 18,63 100,00 99,99 0,000 49
P. multocida  Positivo 100,00 27,76 67,12 12,36 0,000 73
Resistencia a antibióticos  Multirresistente 91,84 27,38 62,50 10,69 0,000 72
TILOSINA  Positivo 100,00 48,29 38,58 8,78 0,000 127
M. haemolytica  Positivo 100,00 50,95 36,57 8,40 0,000 134
Perfiles genéticos P. multocida  1100 69,39 20,91 61,82 8,30 0,000 55
PCR serotipo capsular P. m  A 61,22 17,49 65,22 7,85 0,000 46
Grado de pureza  P.m+M.h. 40,82 9,13 83,33 7,17 0,000 24
A7  Negativo 83,67 38,02 41,00 7,15 0,000 100
A9  Negativo 83,67 42,59 36,61 6,39 0,000 112
PCR serotipo capsular P. m  D 36,73 9,13 75,00 6,23 0,000 24
Perfiles genéticos P. multocida  Otros 30,61 6,84 83,33 6,03 0,000 18
A12  Positivo 30,61 7,98 71,43 5,38 0,000 21
Infección serotipo M.h.  Simple 67,35 33,08 37,93 5,33 0,000 87
BETALACT  Negativo 87,76 54,37 30,07 5,32 0,000 143
A6  Negativo 71,43 41,06 32,41 4,61 0,000 108
Perfil genético M.h. Resumen  2 32,65 11,41 53,33 4,43 0,000 30
TETRACIC  Negativo 79,59 51,71 28,68 4,28 0,000 136
A6  Positivo 28,57 9,89 53,85 4,11 0,000 26
A12  Negativo 69,39 42,97 30,09 3,98 0,000 113
Grado de pureza  M.h+P.m+otros 59,18 34,60 31,87 3,76 0,000 91
Perfil genético M.h. Resumen  1 42,86 22,43 35,59 3,44 0,000 59
Infección serotipo M.h.  Mixta 26,53 12,55 39,39 2,84 0,002 33























Categoría Complejo Respiratorio  M. haemolytica  100,00  32,32  100,00  17,82  0,000  85 
Resistencia a antibióticos  Resistente  88,24  31,94  89,29  13,84  0,000  84 
M. haemolytica  Positivo  100,00  50,95  63,43  12,16  0,000  134 
A12  Negativo  92,94  42,97  69,91  11,76  0,000  113 
TETRACIC  Negativo  97,65  51,71  61,03  11,13  0,000  136 
A6  Negativo  85,88  41,06  67,59  10,35  0,000  108 
A9  Negativo  83,53  42,59  63,39  9,37  0,000  112 
BETALACT  Negativo  91,76  54,37  54,55  8,81  0,000  143 
Perfiles genéticos P. multocida  Ninguno  100,00  72,24  44,74  7,98  0,000  190 
P. multocida  Negativo  100,00  72,24  44,74  7,98  0,000  190 
PCR serotipo capsular P. m  Ninguno  100,00  73,38  44,04  7,76  0,000  193 
Grado de pureza  Solo M.h.  38,82  14,07  89,19  7,66  0,000  37 
A7  Negativo  69,41  38,02  59,00  7,11  0,000  100 
Infección serotipo M.h.  Simple  62,35  33,08  60,92  6,76  0,000  87 
TILOSINA  Negativo  30,59  11,79  83,87  6,16  0,000  31 
Perfil genético M.h. Resumen  3,4,5,6,7 y 8  38,82  17,11  73,33  6,09  0,000  45 
Perfil genético M.h. Resumen  1  44,71  22,43  64,41  5,67  0,000  59 
A7  Positivo  30,59  12,93  76,47  5,51  0,000  34 
Grado de pureza  M.h.+P.m.+otros  56,47  34,60  52,75  4,96  0,000  91 
TILOSINA  Positivo  69,41  48,29  46,46  4,64  0,000  127 
Infección serotipo M.h.  Mixta  23,53  12,55  60,61  3,40  0,000  33 






El  cluster  4  agrupó  a  todos  los  pulmones  en  los  que  se  aisló  M.  haemolytica  en 
infección simple (en ausencia de P. multocida). Este cluster englobó la mayoría de los 
pulmones con aislados del serotipo A7 (76,47%) y A9 (63,64%) (Tabla 64). Los aislados 
de  este  grupo  pertenecieron  a  los  genotipos  1  y  3.  En  el  88,24%  se  aislaron  cepas 
resistentes a alguno de los antibióticos estudiados. 
En la tabla 65 se muestra el análisis de la asociación de los 4 clusters con la presencia 
de  lesiones  neumónicas.  El  cluster  1  no  se  asoció  a  la  presencia  de  lesiones 
neumónicas (OR 0,26; IC 95% 0,16‐0,44) mientras que sí se asociaron a las lesiones los 
cluster  2,  3  y  4.  Los  resultados  del  análisis  por  clusters  indica  que  la  presencia  de 













1  105  40 (38,10)  65 (61,90)  0,26 (0,16‐0,44) 
2  24  21 (87,50)  3 (12,50)  11,38 (3,19‐40,6) 
3  49  35 (71,43)  14 (28,57)  4,06 (1,95‐84,8) 
4  85  55 (64,71)  30 (35,29)  2,98 (1,65‐5,40) 
 



















1  2 3 4
1  33  0 1 11 45 
2  16  4 29 3 52 
3  20  0 1 9 30 
4  2  3 6 19 30 
5  13  0 0 18 31 
6  10  2 0 19 31 
7  11  12 11 6 40 
8  0  3 1 0 4 





bronconeumonía  crónica.  El  papel  de  P.  multocida  en  la  etiología  de  la  pasteurelosis 
neumónica  ovina  podría  ser  más  importante  del  que  se  le  atribuye,  al  menos  en  los 
procesos crónicos o subclínicos. 
En  nuestra  opinión,  el  término  pasteurelosis  neumónica  ovina  no  debería  ser 
sustituido por mannheimiosis puesto que pasteurelosis englobaría a  las dos especies 


















































procedentes  de  las  zonas  geográficas  de  este  estudio  pertenecen 
mayoritariamente a los serotipos A7, A9, A6 y A12. 
7. Los  perfiles  genéticos  mayoritarios  de  M.  haemolytica,  genotipos  1  y  2,  son 
negativos  al  gen  sodC  y  se  diferencian  en  la  ausencia  o  presencia  del  gen  irp 
respectivamente. 
8. El gen sodC fue el menos frecuente entre los aislados de Mannheimia, sin embargo 
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(%) lktA  irp  gcp  sodA  pomA  sodC  hf plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB  tbpA  fhaC
24  +  +  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  1111101011111111  2  0,4 
25  +  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  1111100011111111  2  0,4 
26  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1111000001001111  2  0,4 
27  +  +  +  ‐  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1110111101111111  2  0,4 
28  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1101111111111111  2  0,4 
29  +  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1101101111111111  2  0,4 
30  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  1100101111110111  2  0,4 
31  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1100011101111111  2  0,4 
32  +  ‐  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  1011111011111111  2  0,4 
33  +  ‐  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1011111001111111  2  0,4 
34  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1011000001001111  2  0,4 
35  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  1001000001000011  2  0,4 
36  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1000011101111111  2  0,4 
37  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  1000011100111111  2  0,4 
38  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  1111111100111111 1  0,2 
39  +  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  1111111011111111 1  0,2 
40  +  +  +  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111111001111111 1  0,2 
41  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111110111111111 1  0,2 
42  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  1111101111111110 1  0,2 













(%) lktA  irp  gcp  sodA  pomA  sodC  hf plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB  tbpA  fhaC
44  +  +  +  +  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1111101101111111 1  0,2 
45  +  +  +  +  +  ‐  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  1111101101011111 1  0,2 
46  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111011111111111 1  0,2 
47  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111001111111111 1  0,2 
48  +  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  1111001110111111 1  0,2 
49  +  +  +  +  ‐  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1111000111111111 1  0,2 
50  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1110111111111111 1  0,2 
51  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  1110101110111111 1  0,2 
52  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  1110101101110111 1  0,2 
53  +  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  1110100111111111 1  0,2 
54  +  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  1101101111110111 1  0,2 
55  +  +  ‐  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1101101001111111 1  0,2 
56  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  1100111101011111 1  0,2 
57  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1100101101111111 1  0,2 
58  +  ‐  +  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  1011110111111110 1  0,2 
59  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  ‐  1011101111111110 1  0,2 
60  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  ‐  1011101110111110 1  0,2 
61  +  ‐  +  +  +  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1011101101111111 1  0,2 
62  +  ‐  +  +  +  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  1011101011111111 1  0,2 
63  +  ‐  +  +  +  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1011101001111111 1  0,2 
64  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  1011100110111111 1  0,2 
65  +  ‐  +  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  +  +  +  +  1011100001101111 1  0,2 











(%) lktA  irp  gcp  sodA  pomA  sodC  hf plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB  tbpA  fhaC
67  +  ‐  +  +  ‐  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  +  1011001110111111 1  0,2 
68  +  ‐  +  +  ‐  ‐  +  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  1011001110011111 1  0,2 
69  +  ‐  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  +  +  1011000001000111 1  0,2 
70  +  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  1001010001000001 1  0,2 
71  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  ‐  +  +  +  1001001111110111 1  0,2 
72  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  ‐  +  +  +  +  +  ‐  1001001110111110 1  0,2 
73  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  ‐  +  +  1001000001011011 1  0,2 
74  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  1001000001001111 1  0,2 
75  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  1001000001000000 1  0,2 
76  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  1001000001000001 1  0,2 
77  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  ‐  1000000100001110 1  0,2 
78  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  1000000011001011 1  0,2 
79  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  1000000001111111 1  0,2 
80  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  1000000001011111 1  0,2 
81  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  +  1000000000001111 1  0,2 
82  ‐  +  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0110100001000000 1  0,2 
83  ‐  +  ‐  +  +  ‐  ‐  +  ‐  +  +  +  +  +  +  +  0101100101111111 1  0,2 
84  ‐  +  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0101010001100000 1  0,2 
85  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0101000101000000 1  0,2 
86  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  +  +  +  0101000001010111 1  0,2 












(%) lktA  irp  gcp  sodA  pomA  sodC  hf  plpD lpsA pilA adhes tbpB nanH tonB  tbpA  fhaC
88  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0101000001000000  1  0,2 
89  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  0100000001111111  1  0,2 
90  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0001000101100000  1  0,2 
91  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  ‐  ‐  +  +  +  +  0001000011001111  1  0,2 
92  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  0001000001001001  1  0,2 
93  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  0001000001000001  1  0,2 
94  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0000010001000000  1  0,2 
95  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  +  0000000111111111  1  0,2 
96  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  +  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  0000000010100000  1  0,2 
97  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  +  +  +  +  0000000001001111  1  0,2 
 
